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I N T R O D U C C I O N  G E N E R A L  
I. Historia del conocimiento de la funci6n del timo 
La importancia inmunol6gica del timo y de sus celulas 
estd actualmente bien establecida. En realidad durante centu- 
rias el timo ha sido un 6rgano enigmdtico y se han producido 
muchas controversias sobre su embriologfa, anatomfa, fisiolo- 
gla, patologfa y significado clfnico. 
Los antiguos griegos, quienes realizaban sacrificios 
rituales en aniqales jdvenes y gqneralmente prepbberes, nota- 
ron la existencia de una masa de tqjido en el pecho sobre el 
coraz6n, extendiendose hasta el cuello, y concluyeron que este 
deberfa ser el asiento del "alma". La anatomfa indica que el 
timo involuciona en el adulto y finalmente se convierte en 
delgadas tiras o fragmentos de tejido fibrograso conteniendo 
unos pocos islotes linfocitarios. 
Un gran nhero de trabajos sobre el tema han sido pu- 
plicados y compendiados por Miller (1). John Beard, a comien- 
zos de siglo, concluy6 por observaciones histol6gicas que 'el 
timo deberla ser el lugar de origen de aquellas ct5lulas encon- 
tradas en la corriente sangufnea y otras partes del cuerpo. 
Hamrnar, en la misma epoca, a travgs de estudios de embriologla 
y microanatomla, consider6 que tenfa "funci6n antit6xicam; fi- 
nalmente en 1960 se estableci6 firmemente la funcidn linfopo- 
ygtica del timo, en parte como resultado de las investigacio- 
nes de Metcalf. 
I 
Aunque en la dgcada del 60 habfa quedado establecida 
la funcidn linfopoystica del timo, 10s inmun6logos todavfa se 
oponlan a la idea de que el timo o sus linfocitos jugaran al- 
gbn rol en la inmunidad. Una de las causas de esa idea era que 
10s animales timectomizados durante o despugs de la pubertad 
podlan producir anticuerpos y todo tip0 de reacciones de de- 
fensa (2). Esto sugerfa que el timo, al menos en el animal 
adulto, no participarfa en el control y mantenimiento de las 
defensas del organism0 y abn podrla no ser un drgano esencial. 
Los estudios de la atrofia del timo no se realizaron hasta la 
dgcada del 60; como resultado de ellos , se lleg6 a la conclu- 
sidn de que la timectomla del recien nacido, en contraste con 
la del adulto, estaba asociada con severos disturbios en el de- 
sarrollo y funciones del sistema linfoide (3). 
11. Morfoloafa v funcidn del timo 
El timo es una estructura bilobulada que se encuentra 
en el mediastino anterior, el cual aunque es necesario para 
el normal desarrollo de las funciones inmunes (1,3), experi- 
menta una atrofia progresiva despugs de la pubertad (4-7). Ca- 
da 16bulo del timo se puede dividir en tres regiones, de acuer- 
do a la distribucidn de 10s vasos sangufneos y a1 n6mero de 
cglulas linfoides por superficie: la corteza con gran ndmero 
de c6lulas linfoides; la medula relativamente rica en cglulas 
epiteliales y menor cantidad de cglulas linfoides, y una re- 
gi6n intemedia, la zona cortico-medular, rica en vasos san- 
En la corteza las cglulas linfoides estdn dentro de 
un retlculo epitelial; la regidn externa'de la misma estd com- 
puesta principalmente por linfocitos grandes, cglulas inmuno- 
16gicamente inmaduras, mientras que la regidn interna contie- 
ne fhfocitos pequefios maduros. AdemSs de las c6lulas linfoides 
en la corteza se observan cglulas con actividad fagocftica 
'I[, -e. ' J  >, 
' (macrbf ages) . 
En la medula, las cglulas epiteliales del retfculo son 
de dos tipos distintos, epitelio-reticulares y epitelio-vacuo- 
ladas, encontrdndose dentro de este retfculo linfocitos peque- 
fios que se asemejan a 10s de la corteza interna; ademds de c6- 
lulas con funcidn macrofdgica llamadas "interdigitating cells" 
y algunos madr6fagos (9). Dentro de la m&dula se encuentran 
ademds racimos de cGlulas epiteliales, llamados corptisculos de 
Hassall (lo), que estdn constituidos por celulas epiteliales' 
dispuestos en forma conc6ntrica cuya funcidn se desconoce. 
El prihcipal cambio morfoldgico observado en el timo 
con la edad, 'es'una deplecibn de 10s linfocitos corticales y 
su reemplazo por c6lulas adiposas y un increment0 aparente de 
las cglulas epiteliales y macrdfagos de la medula. Esto estd 
acompafiado de una disminucidn progresiva en peso y volumen del 
6rgano (8) . 
Segdn Baroni y col (11) en el timo del individuo adul- 
to predominan 10s linfocitos OK ~3' (timocitos maduros y medu- 
lares) (12) y estdn disminuidas las cglulas OK ~ 6 +  (timocitos 
inmaduros y corticales), presentdndqse en 10s nifios la relacidn 
inversa, correspondiendo a una mayor respuesta mitoggnica en 
las celulas en el primer caso respecto del segundo. 
La principal funcidn inmunoldgica del timo es que en 
61 10s timocitos precursores inmaduros proliferan y se diferen- 
cian en linfocitos T maduros e inmunocompetentes (13,14). La 
otra funcidn serla la de segregar yna variedad de factores hu- 
morales entre 10s que se encuentran las timosinas (15-17). 
111. Maduracidn y funcidn de 10s linfocitos 
La respuesta inmune comprende una serie de fen6menos 
que resultan de la interaccidn especlfica de las cglulas del 
sistema inmunoldgico con el antlgeno (Ag). En ella estan com- 
prometidos diferentes tipos celulares y mediadores qulmicos 
elaborados por las mismas c6lulas, que dan lugar a reacciones 
de caracter humoral o de tip0 celular (18). 
Dos tipos principales de cglulas intervienen en la res- 
puesta inmune, segdn 10s factores que intervienen en su madu- 
racibn. En primer lugar, celulas inmunocompetentes sensibles 
a1 antlgeno, que son las que reconocen especfficamente las de- 
terminantes antigenicas y que responden de dos maneras: con la 
formacidn de anticuerpos humora~es'(linfocitos B) o de media- 
dores qulmicos de la inmunidad celular (linfocitos T). En se- 
gundo lugar est%n las cglulas que tienen un papel accesorio 
en la respuesta inmune, que facilitan el procesamiento o la 
presentaci6n del antfgeno, o que liberan factores que modifi- 
can las manifestaciones de la respuesta inmunol6gica (18,19). 
Las c6lulas progenitoras de 10s elementos inmunocom- 
petentes son llamadas celulas precursoras o celulas madres 
("stem cells") que son elementos muy indiferenciados, con gran 
capacidad pr~liferativa, de autorenovaci6n y de diferenciacibn 
en formas mbs maduras (19,20). 
La maduraci6n de las "stem cells" estb dirigida por 
lo menos en dos direcciones a fin de que las funciones de in- 
munidad humoral y celular Sean posibles, Dicha maduraciQn se 
produce en 10s 6rganos linfdticos prirnarios: timo y bursa de 
Fabricio en las aves o su equivalepte en 10s mamfferos (placas 
de Peyer, apendice, medula 6sea o cualquier cIimulo linfdtico 
timo independiente )(21-23). 
Cuando la celula precursora migra a1 timo, se divide 
y diferencia en timocito inmaduro, despuQs de permanecer un 
tiempo en la corteza pasa a la medula ( 2 4 ) ,  donde continda su 
proceso de maduracidn inmunol6gica, que consiste en adquirir 
nuevas caracterlsticas y funciones, apareciendo en su membrana 
una serie de marcadores y receptores que 10s distinguen, con- 
virtigndose en linfocitos T (LT) (20,25,26). Una vez completa- 
da esta etapa de maduraci6n 10s linfocitos migran hacia 10s 
6rganos perifericos donde se alojan (6rganos timo dependientes: 
zona paracortical de 10s ganglios, anillo que rodea la arterio- 
la central de la pulpa blanca del bazo y zona que circunda 10s 
centros germinativos de 10s foliculos linfdticos de 10s ganglios 
(201, quedando parte de ellos en la sangre o en la linfa for- 
mando el "pool" de linfocitos recirculantes, no participando 
el timo en la recirculaci6n. 
Las funciones de inmunidad celular del linfocito T son: 
hipersensibilidad tardia, rechazo de injertos, reacci6n injer- 
- 
to contra huesped y defensa contra organismos intracelulares (27 
Para simplificar, las funiones del linfocito T se po- 
drfan clasificar en dos grandes 'grupos: efectoras y reguladoras. 
Las primeras comprenden producci6n de factores que intervienen 
en la inmunidad mediada por cglulas (18) y la capacidad de 
ejercer citotoxicidad directa. Las segundas, que pueden actuar 
sobre el linfocito T o B pueden ser o no especzficas para el 
Ag; existen asl linfocitos T colaboradores, amplificadores y 
supresores (28,29). En general puede decirse que casi todas 
las funciones estudiadas parecerfan ser ejercidas por poblacio- 
nes diferentes,, que ya estSn precomprometidas para esa funci6n, 
a8n antes del contact0 con el Ag. 
Las "stem cells" provenientes de la mgdula 6sea que 
pasan por el Brgano equivalente a la bursa de Fabricio (19,22), 
maduran y adquieren nuevas caracterlsticas y funciones que 10s 
convierten en linfocitos B (LB). Estos linfocitos B pasan a 
formar parte del tejido linfdtico perifgrico (6rea timo inde- 
pendiente: follculos linf%ticos subepiteliales, zona medular 
de 10s ganglios, pulpa blanca del bazo y centros germinativos 
de 10s ganglios) y de la sangre, donde forman el mpool" de lin- 
focitos circulantes (18). 
La dltima etapa de maduraci6n se cumple a partir del 
contact0 con el Ag y/o por alguna otra sefial estimulatoria (30). 
Si as5 sucede el linfocito B se transforma en una cglula plas- 
mdtica productora de inmunoglobulinas con actividad anticuerpo 
especffico, o sea que la funci6n del linfocito B estd relacio- 
nada con la produccidn de anticuerpos humorales (27). 
IV. Glucocorticoides y celulas linfoides 
Las hormonas glucocorticoides (GC) tienen marcados efec- 
tos farmacoldgicos sobre las c6lulas del sistema linfoide. Es- 
tos efectos son la base del amplio uso de estas hormonas en el 
tratamiento de una variedad de enfermedades que involucran pro- 
cesos inmunolBgicos, inflamatorios y neopldsicos (31,32). Fero 
a pesar de ser universalmente usados desde hace cuatro dgcadas, 
muy poco es lo que se sabe sobre su mecanismo de accibn. 
Durante las dos filtimas decadas se ha acumulado bastan- 
te evidencia sobre la respuesta "in vivo" e "in vitro" de celu- 
las linfoides animales y humanas a 10s glucocorticoides. Estos 
estudios, bdsicamente en roedores, dieron informacidn importan- 
te sobre 10s primeros pasos de la acci6n glucocorticoidea, en- 
fatizando el rol central de receptores especfficos para gluco- 
corticoides en cglulas "target" linfoides no hurnanas. 
Se sabe que en una especie dada o en llneas celulares 
en cultivo, las cglulas linfoides no son uniformemente suscep- 
tible~ a la accidn de 10s glucocorticoides. Se ha demostrado 
la aparicidn de clones cortico-resistentes en la llnea celular 
del linfoma S49 1 A  (33) y en el lihfosarcoma PI798 (34,351. 
Ademds, en una misma llnea celular ocurren cambios durante el 
desarrollo en la sensibilidad a dichas hormonas, que parecen 
seguir un modelo alternativo de resistencia y sensibilidad. Se 
desconoce por el momento las bases moleculares de estas varia- 
ciones. 
Algunos autores han postulado que esta resistencia a 
10s glucocorticoides podrfaestarasociada con una disminucibn 
en el ndmero de sitios receptores a 10s glucocorticoides (33), 
aunque este concept0 es actualmente discutible pues se ha de- 
mostrado que algunas celulas glucocorticoides resistentes poseen 
receptores como las sensibles ( 3 6 ) .  
IV.l. Glucocorticoides y timo 
Selye (37) fue el primer0 en demostrar la involuci6n 
del timo en ratas luego de laadministracidn de extractos adre- 
nocorticales. Ingle (38) encontr6 que una moderada involuci6n 
del timo se podia producir agregando grandes cantidades de 
"cortinan en el aqua de bebida de ratas enteras. 
Houssay y col (39), Jaffe (40) y Rapela (411, corrobo- 
raron lo sefialado primeramnete por Boinet en 1899 ( 4 2 ) ,  quien 
encontrd up aumento del tamaiio del timo de la rata luego de 
la adrenalectomia, estando este aumento asociado a un incremen- 
to en el nfimero de cglulas (43). 
Dougherty y White en 1943 (44) encontraron que 10s glu- 
cocorticoides produclan involucidn del tejido linfoide y a par- 
tir de 1950 se hizo general la idea de que estas hormonas afec- 
tan las respuestas imunoldgicas (45). 
La involucibn del timo por la inyecci6n de glucocorti- 
coides lleva a la desaparici6n de casi el 95% de timocitos por 
acci6n citolltica en 10s roedores (46) y disminuci6n de 70 a 
90% en la sPntesis de protelnas (47). P a m  sin embargo que 
una pequefia poblaci6n de cglulas (5%), marcadamente enriquecida 
en cglulas T maduras, persiste en el timo a pesar de repetidos 
tratamientos con altas dosis de hidrocortisona y por consiguien- 
te se 10s considera cglulas glucocorticoides-resistentes (48). 
La acci6n timolltica de 10s glucocorticoides no es 
ejercida a1 azar sobre todas las celulas del timo. Hay una se- 
lectiva destruccidn , siendo la corteza (c6lulas de corta vida 
media) sensible a 10s glucocorticoides, mientras que la m6dula 
(celulas de larga vida media) no lo es (43,49) . 
Las acciones de 10s glucocorticoides sobre 10s timoci- 
tos de ratas han sido ampliamente investigadas. Los efectos 
metab6licos de 10s glucocorticoides son numerosos e incluyen 
la inhibicign de la entrada y del transporte de glucosa y otras 
hexosas (50-54), de la slntesis de protelnas (50,55-591, de la 
incorporaci6n dg precursores a ADN y ARN (55,56,60,61), del 
transporte de oc -AIB y otras sustancias (56,62-64), ademSs de 
la rdpida estimulaci6n de la ARN polimerasa B ADN-dependiente 
(65,66) y de la alteraci6n en el metabolismo de 10s dcidos gra- 
sos (67,68). Ademds de estos efectos 10s glucocorticoides pro- 
ducen cambios morfoldgicos (reduccidn del tamafio de las cglulas) 
que conducen a la lisis celular (69-72) e incluyen alteraciones 
de la cromatina y aumento de la fragilidad nuclear (fragmenta- 
cidn del ADN) (73-76). 
El mecanismo general de accidn de 10s glucocorticoides 
se puede resumir de la siguiente manera: la hormona, que se 
piensa penetra m6s o menos libremente en todas las cglulas, 
forma un complejo hormona-receptor en el citoplasma de las c&- 
lulas, que luego es traslocado a1 nbcleo. En el nbcleo, aparen- 
temente a travss de la regulaci6n de la transcripci611, estimula 
la sintesis de un mARN del que resulta la sfntesis de una pro- 
tefna que media 10s efectos hormoniales cuyo efecto final serfa 
la lisis celular (-77-79). 
IV.2. Glucocorticoides Y linfocitos 
Durante muchos aiios se pens6 que la marcada linfope- 
nia y monocitopenia producida en el hombre por la administra- 
ci6n de glucocorticoides se debla a un efecto citolitico seme- 
jante a1 observado en timocitos. 
Actualmente se ha demostrado, entre otros por Fauci y 
col (80-83), que el efecto leucopenico no es debido a la lisis 
celular sin0 a la redistribuci6n de 10s linfocitos circulantes 
en ganglios y bazo, ya que desaparece a las 24 hs de adminis- 
trado el glucocorticoide. Por otra parte se ha demostrado "in 
vitro" que la presencia de glucocorticoides en cultivos de lin- 
focitos humanos no produce lisis celular despugs de 24 hs y 
a6n hasta 7 dias de cultivo (84,85). 
Los glucocorticoides administrados exdgenamente no de- 
primen todos 10s componentes del sistema inmune uniformemente 
(81); aparentemente las funciones inmunes mediadas por celulas 
serfan mbs sensibles a la supresibp por glucocorticoides que 
la producci6n de anticuerpos humorales (86,87), producigndose 
- 
una deplecidn selectiva de 10s linfocitos T "helperu (cglu- 
las OK ~4+). 
Como estd demostrado 10s g'lucocor~icoides en el hombre 
(84) inhiben la incorporacidn de nucledsidos "in vitro" tanto 
- 
en celulas B como en ci5lulas T sin activar. La incorporacidn 
de ~ r i d i n a - ~ ~  parece ser mds sensible a la acci6n de dichos 
esteroides en linfocitos B que en T, mientras que la situacidn 
es opuesta para la incorporacidn de timidir~a-~~ (84) . 
Est% generalmente aceptado que la respuesta a1 estl- 
mulo por el mit6geno PHA es una propiedad del linfocito T (88). 
Cuando 10s linfocitos son activados se inicia casi inmediata- 
mente una cascada de eventos intracelulares que conduce a la 
aparicidn de nuevas funciones o a1 incremento de algunas (89). 
La activaci6n de 10s linfocitos estd asociada no solamente a 
cambios morfol6gicos (agrandamiento del ndcleo y citoplasma 
con aumento del contenido ribos6mico) 11-amado "transformaci6n 
bldstica" sin0 tambi6n diversos cambios del metabolismo celular. 
Dichos cambios ,se $$r~cteri.zan por alteraciones en el nivel de 
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nuc'f e fr;osm (90); d'e actividades enzimdticas (91) y 
por un incremento temprano de la slntesis de ARN y protelnas 
seguido por la slntesis de ADN y mitosis (92-94). 
Estudios "in vitro" han sugerido que muchas funciones 
de 10s linfocitos circulantes estimulados son inhibidas , a1 
igual que en el tirno, por 10s glucocorticoides (95-101), ade- 
mbs de inhibir la produccidn de una variedad de interleuquinas 
(102,103) . 
La acci6n de 10s glucocorticoides puede variar de acuer- 
do a1 grado de maduracidn inmunol6gica o diferenciaci61-1, o a1 
estado de proliferaci6n de las cglulas (104). 
Como ha sido demostrado en otros tejidos 10s gluco- 
corticeides ejercen su acci6n a trav6s de receptores especlfi- 
cos. Lippman y col (105), Smith y col (106) y Crabtree y col 
(107) estudiaron receptores de glucocorticoides en linfocitos 
humanos y el efecto de la mitogenesis con PHA sobre 10s mismos. 
Estos autores encontraron que luego de 16 a 18 hs de incubar 
10s linfocitos con el mit6gen0, se'produce un increment0 en el 
nbero de receptores por cglula. Tanto 10s inhibidores de la 
slntesis de ARN (actinomicina D) como de protelnas (ciclohexi- 
mida) pueden bloquear totalmente esta induccien, sugiriendo 
que este aumento representa la induccidn de 10s receptores 
proteicos por el mit6geno. Lippman ademds examind la relacidn 
entre efecto biol6gico de 10s glucocorticoides y la unidn a1 
receptor (105,108). Tanto la hidrocortisona como la dexameta- 
sona inhibieron dramsticaniente la estimulacign mediada por la 
PHA de la incorporaci6n de timidina-3~. La concentracidn media 
efectiva para la dexametasona para inducir la respuesta es 
aproximadamente de 3 x ~o-'M, una concentracidn que estd de 
acuerdo con la constante de disociacidn para el receptor en 
estas cglulas. 
Durante 10s Gltimos afios se ha confirmado que el cono- 
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cido efecto inmunosupresor de 10s glucocorticoides se deberfa 
a que estas hormonas inhiben la producci6n y en algunos casos 
la acci6n de una variedad de interleuquinas. Estas sustancias 
que son protefnas o pgptidos segregados por 10s leucocitos, 
comunican a las celulas del sistema inmune entre sf, estimu- 
ldndolas a proliferar, a diferenciarse o a manifestar ciertas 
actividades. Estas sustancias actuarfan a corta distancia y en 
bajas concentraciones. La interleuquina-2 (IL-2), producida 
por 10s linfocitos T en respuesta a un estfmulo mitoggnico o 
antiggnico, es necesaria para la proliferaci6n linfocitaria. 
,' Gillis y col (109) y Crabtree y col (110) han demostrado que 
10s glucocorticoides inhiben la produccidn de este factor en 
cglulas hunanas estimuladas por Con A, siendo sensible a con- 
centraciones fisiol6gicas de estas hormonas. Estos autores pro- 
ponen que la acci6n inhibitoria de 10s glucocorticoides sobre 
la blastoggnesis de 10s linfocitos T est6 relacionada a la in- 
hibicidn de la producci6n del factor de crecimiento de la c6- 
lula T o IL-2. 
V. Diabetes Mellitus: sus alteraciones metab6licas y end6crinas 
La insulina es una potente hormona polipeptfdica se- 
gregada por el.pdncreas (Ill), que act6a sobre el metabolismo I 
y funcidn de muehos tejidos, y ademds es esencial para la vida 
pues su total ausencia conduce a1 hombre y algunos animales 
a la muerte. 
La deficiencia de insulina es un hecho patol6gico co- 
m6n y serio en el hombre. En 10s animales puede ser producida 
por pancreatectomfa o por la administraci6n de drogas como el 
aloxano o la estreptozotocina que ocasiona la destrucci6n se- 
lectiva de las ~6lulas B en 10s jslqtee pancre6ticos. La cons- 
telacidn de anormalidades causadas por la deficiencia de insu- 
lina se denomina Diabetes Mellitus, que se caracteriza por po- 
liuria, polidipsia, perdida de peso a pesar de la polifagia, 
hiperglucemia, glucosurea, cetosis, acidosis y coma. 
Existen amplias anormalidades bioquSmicas per0 10s 
defectos fundamentales a 10s cuales pueden atribuirse las anor- 
malidades son alteraciones metabdlicas y enddcrinas. Entre las 
primeras pueden mencionarse: la entrada restringida de glucosa 
a varios tejidos perifericos y un increment0 de la liberaci6n 
de glucosa a la circulacidn por el higado. Dado que se produce 
un exceso de glucosa extracelular y una deficiencia intracelu- 
lar de la misma, 10s requerimientos energgticos en la diabetes 
s61o pueden satisfacerse utilizando las reservas de protelnas 
y grasas, altersndose de esta manera el metabolismo de las pro- 
tefnas y grasas. Las principales anormalidades del metabolismo 
de las protelnas en la diabetes (112) son un aumento en la 
velocidad a la cual se catabolizan 10s amino6cidos a di6xido 
de carbon0 y agua y aumento de la gluconeog6nesis (transforma- 
ci6n de aminodcidos a hidratos de carbono); Las alteraciones 
metab6licas de 10s llpidos en la diabetes (113) consisten en 
el catabolismo acelerado de 10s 6cidos grasos que lleva a un 
incremento de su oxidaci6n a cuerpos cet6nicos (cetosis diab6- 
tical en oposicidn a la reesterificaci6n de 10s mismos. 
Respecto de las alteraci~nes end6crinas producidas en 
la diabetes 10s estudios de Hou$say (114) y Long y Lukens (115) 
claramente demostraron que la hip6fisis y las gldndulas adre- 
nales agravan el estado diabetico. Las hormonas hipofisarias 
diabetog6nicas son la somatotrofina (116), la adrenocortico- 
trofina (117) y a veces la prolactina (118), especialmente en 
ausencia o disminuci6n de la secrecidn de insulina. 
En 10s animales de experimentacien y en el hombre, la 
hipofisectomla y la adrenalectomla mejoran la diabetes y aumea- 
ta la sensibilidad de la insulina. 
Los principales efectos diabetogenicos de 10s gluco- 
corticoides son un incremento en el catabolismo proteico con 
un aumento de la gluconeog6nesis hepdtica, glucog6nesis y ceto- 
ggnesis hepdtica incrementadas, y disminuci6n en la utilizacidn 
perifgrica de la glucosa(ll3). 
No solamente las kormonas hipofisarias y adrenales es- 
tbn involucradas en la diabetes, sin0 tambign el glucagon. A 
partir de la d6cada del 70 Unger (119) ha sostenido que la dia- 
betes no es la consecuencia exclusiva.de la falta de insulina, 
sino que tambien el exceso de glucagon induce superproducci6n 
de glucosa ademas de tener efecto sobre 1;s niveles de cetone- 
mia . 
VI. Diabetes e inmunidad 
Es ampliamente conocido que pacientes con Diabetes 
Mellfitus sufren de inmunodeficiencia que 10s predisponen a in- 
fecciones causadas por bacterias, Girus y hongos (120) . Aunque 
la inmunidad humoral parece normal en la mayorsa de estos en- 
fermos, se ha demostrado que existen distintos tipos de anor- 
malidades funcionales (chemotaxis, fagocitosis, muerte celular 
de las bacterias, etc.) en leucocitos polimorfonucleares; por 
otra parte tambign se ha observado una menor respuesta linfo- 
citaria a la PHA y la Con A, siendo estos efectos mbs pronun- 
ciados en pacientes en cetoacidosis o pobremente controlados 
(121-125). 
Estudios de la inmunidad mediada por ct5lulas de tipo 
retardado han dado resultados con£ lictivos en pacientes con 
Diabetes Mellitus (126,127). La inmunidad celular parece ser 
importante en la defensa del huesped contra ciertas infecciones, 
especialmente las causadas por hongos y micobacterias (128). 
Actualmente se han presentado evidencias que 10s lin- 
focitos de pacientes diabeticos insulino-dependientes sinte- 
tizan menor cantidad de interleuquina-2 que 10s linfocitos de 
controles no diabsticos (129) o de pacientes diabgticos no de- 
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pendientes de insulina, y aparentemente esta alteraci6n no 
dependerfa de la gravedad del estado diabetic0 (130). 
Por otro lado se ha demostrado que pacientes diabg- 
ticos tienen menor nGmero de monocitos circulantes que 10s 
controles y que en estos pacientes est% disminuida la fagoci- 
tosis de Cdndida Albicans, suqiriendo que 10s monocitos pue- 
den jugar un rol, aunque mlnimo en la disminuida resistencia 
a las infecciones de 10s pacientes diabgticos (131). 
Buschard y col (132) han sugerido que una menor acti- 
vidad supresora que produce menor inhibicidn de 10s linfocitos 
agresores, podrfa estar implicada en la patog6nesis de la Dia- 
betes Mellitus insulino-dependiente. 
Helderman y Raskin (133) han demostrado en pacientes 
adultos diabeticos una disminucidn en el nGmero de receptores 
para insulina en 10s linfocitos T activados respecto a indivi- 
duos controles, sugiriendo que 10s linfocitos generarlan menos 
receptores para protegerse de 10s efectos potencialmente peli- 
grosos de la hiperinsulinemia. 
Por otra parte en animales con diabetes experimental 
se observa disminuida la reactividad inmune mediada por c6lulas 
(134); ademds de que se ha encontrado una disminuci6n en el 
nCimero absoluto de leucocitos circulantes (en especial linfo- 
citos) y una disminucidn en las cglulas del bazo, siendo menor 
la respuesta a1 estfmulo con mit6genos con respecto a 10s con- 
troles (135). La reconstituci6n inmunoldgica completa del ani- 
ma1 se logra con tratamiento de insulina exdgena (136). 
En el caso de 10s ratones geneticamente diabgticos 
(db/db) de la cepa C57BL/KS que desarrollan obesidad, eleva- 
dos niveles de glucemia y altas o normales concentraciones de 
insulina en sangre, se ha demostrado una alteracidn de la 
respuesta inmune "in vivo" caracterizada por una significati- 
va disminucidn en la habilidad de rechazar injertos de pie1 
alogeneicos, inhibicidn de la capacidad de generar celulas ci- 
tot6xicas e increment0 en la respuesta de las celulas formado- 
ras de placas a eritrocitos de carnero (137). Sin embargo, las 
cglulas del bazo de estos ratones presentan sdlo mlnimas alte- 
raciones .en la respuesta a mitdgenos "in vitro" sugiriendo que 
la respuesta inmune "in vivo" es influenciada por el estado 
metabdlico de la diabetes, debido posiblemente a una anormal 
funcidn de las subpoblaciones de linfocitos (137). A1 contrario 
de lo que sucede con 10s animales diabeticos por droga, la dis- 
minuci6n de la respuesta inmune de estos ratones no puede ser 
revertida por insulina ex6gena (138) . 
VII. Mecanismo de acci6n de la insulina 
Una de las difikultades para entender el mecanismo 
de accidn de la insulina es que ejerce diversos efectos sobre 
las cglulas per0 con distinta secuencia en el tiempo. Entre 
10s efectos muy rdpidos (de seg a min) se encuentra el que 
ejerce sobre el transporte de mernbrana; menos rdpidos que ellos 
(de min a horas) son 10s que se efqctdan sobre la activacidn 
de enzimas del aitoplasma y la sintesis de proteinas; y por 
Gltimo 10s lentos o tardios sobre la sintesis de ADN y ARN que 
se realizan en horas o dlas (139-141). 
Actualmente se considera que esta hormona actuaria so- 
bre las celulas blanco a travgs de receptores que se encuentran 
en la membrana celular (142,143). Sin embargo todavla estd dis- 
cutida la necesidad o no de un segundo mensajero (144) para 
que se produzca el efecto biol6gico pues se ha demostrado la 
internalizaci6n de la hormona en varias celulas (145,146). 
Ademds de que la insulina regula un amplio espectro 
de procesos metabblicos, esta hormona estimula el crecimiento 
y proliferacidn de una variedad de cglulas somdticas en culti- 
vo, y hay evidencias que sugieren que es tambign un importante 
regulador del crecimiento "in vivo". 
En celulas en cultivo, la insulina interactda sinergis- 
ticamente con hormonas y factores de crecimiento para estimular 
a las celulas que se encuentran detenidas en la fase G1 a con- 
tinuar su ciclo. Ademds la mayoria de las cdlulas requieren 
su presencia para un crecimiento 6ptimo en un medio libre de 
suero suplementado por hormonas (147). Por ejemplo, la adici6n 
de insulina a cultivos de fibroblastos 3T3 privados de suero 
resulta en una respuesta pleiotipica, que se caracteriza por 
aumento en la entrada de uridina, sintesis de ADN, agregaci6n 
de polisomas, sintesis de proteinas, aumento de la utilizaci6n 
de glucosa y disminuci6n de la degradacidn de protefnas (148). 
Jimenez de Asda y col (149) y Pledger y col (150) han demostra- 
do que la insulina tiene un efecto estimulatorio sobre la sin- 
tesis macromolecular y sobre el erecimiento de fibroblastos en 
cultivo; y Hollemberg y Cuatrecasas (151), que la interacci6n 
especlfica de la insulina y el factor de crecimiento epiddrmico 
con 10s receptores de membrana estimulan la sfntesis de ADN y 
la entrada de aminodcidos en dichas cdlulas. 
VIII. Insulina y cdlulas lintoides 
Los estudios de 10s receptores para insulina comen- 
zaron a realizarse en la ddcada del 70, pero dado que se hacian 
en hepatocitos, adipocitos y mlisculo su aplicaci6n en el hom- 
bre estaba evidentemente muy limitada. 
El estudio de la uni6n de insulina a las cdlulas san- 
gufneas humanas se pudo realizar recign a partir de 1968, luego 
que Boyum (152) describi6 las tgcnicas para separar dichas c6- 
lulas par centrifugado de gradientes. En 1972, Gavin y col 
(153) demostraron la presencia de receptores para insulina en 
linfocitos humanos circulantes ;sin embargo, el mismo afio, Krug 
y col (154) observaron que dichas c6lulas carecen de receptores 
para insulina y que estos reci6n aparecen luego de su activa- 
ci6n. Poco despu6s, Schwartz y col (155) aclararon esta contra- 
diccidn comprobando que las celulas mononucleares que tienen 
receptores para insulina son 10s monocitos y no 10s linfocitos. 
Aparentemente en el trabajo de Gavin la poSlaci6n linfocitaria 
estaba contaminada con monocitos, lo que les permitid concluir 
erreneamente que 10s linfocitos circulantes tenlan sitios de 
uniBn para la insulina. Posteriormente, Beck-Nielsen y col (156) 
confirmaron que 10s monocitos circulantes son las c6lulas san- 
gufneas que poseen el mayor ndmero de receptoresraunque 10s 
polimorfonucleares y 10s gl6bulos rojos tambign 10s posean. 
Helderman y Strom (157) han demostrado que la aparicidn 
de 10s sitios de uni6n para la insulina en linfocitos estimu- 
lados necesita de la sfntesis de ARN y protefnas y no depende 
de la sintesis de ADM; en consecuencia es un evento premitdtico 
pues se expresa reci6n a las 24 hs de activacidn, antes de evi- 
denciarse la sfntesis de ADN. Segdn dichos autores 10s recep- 
tores aparecen en el linfocito T o en el linfocito B segGn el 
mitbgeno utilizado (]?HA-Con A para el LT y LPS para el LB) (158), 
La afinidad del receptor de insulina en el linfocito 
es similar a la determinada en otros drganos insulino-sensibles 
como el hlgado y adipocitos (153-161). 
La presencia de sitios de uni6n de insulina en todas 
estas cglulas explicarlan una posible accidn de esta hormona 
sobre las cglulas del sistema inmune. Es asl que en leucoci- 
tos circulantes, en donde no se han separado las distintas 
poblaciones que 10s componen, se ha descripto que la insulina 
aumenta el consumo de glucosa, la produccidn de lactato y la 
actividad de la ATPasa (162-164). Por otra parte, en poblacio- 
nes aisladas se ha observado un aumento de la velocidad fago- 
cftica por parte de polimorfonucleares (165), una activacidn 
del metabolismo de 10s hidratos de carbon0 en 10s monocitos 
(1661, del transporte y oxidacidn de glucosa, transporte de 
AIB y producci8n y oxidacidn de lactato en linfocitos humanos 
estimulados (167); en estas celulas tambign estd aumentada la 
slntesis de ADN (168), como en las de rata (1G9) y rat6n (170). 
Por 6ltim0, en timocitos de rata se ha observado aumento del 
transporte de AIB y glucosa (171-173). 
OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO 
Estudiar la accidn de 10s glucocorticoides y la insu- 
lina en concentraciones fisioMgicas, sobre el timo de la rata 
y la estimulac$bn mitoggnica de linfocitos humanos, con el ob- 
jet0 de demostrar una posible acci6n reguladora de estas hor- 
monas en la funci6n del sistema inmune. Aclarar posibles alte- 
raciones en dicho sistema por variaciones en 10s niveles cir- 
culantes de estas hormonas. 
CAPITULO I 
EFECTO DE LA DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA SOBRE 
EL-TIM0 DE RATAS NORMALES Y ADRENOPRIVAS 
1.1. INTRODUCCION 
El efecto de 10s glucocorticoides sobre el timo, tanto 
"in vivoW(174) como "in vitro" (56), es bien conocido. Durante 
mucho tiempo se pens6 que Qstas eran las dnicas hormonas que 
producian la involuci6n tfmica en la diabetes (6) y en el ayu- 
no (45). 
Por otra parte, el efecto de la insulina sobre estas 
cglulas es menos conocido aunque se han descripto receptores 
a dicha hormona en timocitos normales (171) y neopldsicos (175) 
y hay evidencias que sugieren que esta hormona es necesaria pa- 
ra el crecimiento de tumores tlmicos (176) y tambien en 10s 
caminos oxidativos de la glucosa (177). 
En el presente capftulo se estudia el efecto de la 
falta de insulina producida por diabetes experimental en el 
timo de racas lntactas o adrenalectomizadas. 
La diabetes puede ser inducida en 10s animales de 
experimentacidn por mQtodos quirbrgicos, a trav6s de la pan- 
createctomla o mediante la administracidn de sustancias t6xicas 
para las cglulas B de 10s islotes de Langerhans. En la rata, 
la pancreatectomla total es dificil de realizar debido a que 
en esta especie el p6ncreas se encuentra extendido sobre una 
gran drea en forma difusa; es por ello que en estos animales 
la diabetes se induce por destrucci6n de las cQlulas B a 
travgs de drogas. 
De 10s fdrmacos citotbxicos, el m%s utilizado duran- 
te mucho tiempo fue el aloxano (2,4,5,6-tetrahidropirimidina), 
per0 su acci6n altamente t6xica no se limita a1 pdncreas, sino 
que tambi6n afecta a1 ri56n y posiblemente a1 hlgado, adre- 
nales e hipbfisis (178). Considerando la baja especificidad 
y alta toxicidad del aloxano, actualmente se estd utilizando 
la estreptozotocina (Stz) para producir diabetes experimen- 
tal (179). 
Esta sustancia es un antibibtico de amplio espectro 
extraldo por fermentaci6n del Streptomyces achromogenes (180, 
181) y preparado en forma altamente purificada. Primero fue 
descripta como un agente antileqc6mico (182) y un efectivo car- 
cindgeno (183), utilizdndose actualmente en el tratamiento de 
cdncer de celulas B en el hombre; Rakieten y col (184) demos- 
traron en 1963 su accibn diabetoggnica cuando se la adminis- 
tra en forma intravenosa o intramuscular. 
Herr y col (181) la describieron como 2-desoxi-2 
(3'-metil-3'nitrosoureido)-D-glucopiranosa (Fig. 1.1.) , 
cuya fdrmula empirica es c N 0 y peso molecular 265. 8145 3 7 
La porcibn glucopiranbsica de la mol6cula se une a 10s recep- 
tores para la glucosa de la c6lula B y la metil nitrosourea 
penetra en las cglulas y se une a1 5cido desoxirribonucleico 
lesiondndolo (185) . 
Distintos investigadores han demostrado que la admi- 
nistracidn de Stz, a1 igual que el aloxano, produce una curva 
Fig. 1.1.: Estructura de la estreptozotocina y la 
nicotinamida. 
trifssica de glucosa en sangre. Entre 10s 45 y 60 minutos de 
la inyeccidn, hay una primera fase hiperglucgmica que se pro- 
duce por destruecidn de la insulina circulante, alrededor de 
las 7 horas hay un pic0 de hipoglucemia debido a que la ne- 
crosis de las cglulas B produce la liberacidn masiva de insu- 
lina en sangre; y por dltimo, una vez destruida esta insulina 
(alrededor de 12 hs) se alcanza un estado hipergluc6mico irre- 
versible (186-168). Las cglulas y el tejido exocrino per- 
manecen normales. En nuestro caso, para evitar que el pico de 
hipoglucemia produjera increment0 en 10s niveles de GC circu- 
lantes (189), las ratas fueron previamente adrenalectomizadas. 
La accidn diabetoggnica de la Stz estd en relacidn 
directa a la dosis y via utilizadas (188). En general se con- 
sidera diabetes leve a 10s valores de glucemia entre 250 y 
320 mg/100 ml, moderada de 300 a 500 y severa por encima de 
500 mg/100 ml (190). 
Se conocen muchos factores que atendan o inhiben la 
diabetes producida por drogas, entre ellos el dcido nicotlnico, 
la nicotinamida y el dcido piridincarboxllico (191). La accidn 
diabetoggnica de la Stz en ratas puede ser bloqueada, segdn 
Schein y col (192) por una inyeccidn intraperitoneal de 500 mg 
por kg de peso, de nicotinamida (Pig 1.1) 10 min antes del tra- 
tamiento con Stz. 
El mecanismo por el cual estas drogas son protectoras 
no es bien conocido; entre las posibilidades discutidas por 
Lazarow y col ( 193) la m6s probable serfa que estos compues- 
tos aumentarfan 10s grupos sulfhidrilos libres en sangre, 10s 
cuales a su vez reaccionarfan o se combinarsan directamente 
con el aloxano o la estreptozotocina. Schein y col (192,194) 
han sugerido que la protecci6n ejercida por la nicotinamida 
estd relacionada con el aumento del difosfo-piridin-nucle6tido 
(NAD) dentro de las c6lulasB y del tejido hepdtico. 
1.2.MATERIALES Y METODOS 
1.2.1. Drogas y soluciones 
El medio de cultivo utilizado fue Minimal Essential 
Medium (MEM) obtenido de GIBCO (Grand Island N.Y. ) . La estrep- 
tozotocina fue adquirida en Upjohn Lab. (Inc. Kalamazoo); la 
albhina s6rica bovina (BSA) fraccidn V asf como la nicotina- 
mida fueron marca Sigma (St. Louis Mo) y el azul trypan fue 
Dextrostix fuer~n de Miles Lab. Argentina. 
Se trabajd con ratas 9 o 6 de 90 dfas de la cepa 
Sprague-Dawley. 
Las condiciones del bioterio fueron las siguientes: 
aire acondicionado a temperatura constante de 25°C e ilumi- 
nacidn artificial desde las 6.00 hasta las 20.00 horas. Los 
animales recibieron dieta balanceada comercial (Purina y 
Carhill) y agua "ad libitum". 
Los animales fueron adrenalectomizados por aproxi- 
macidn dorsal en forma bilateral bajo anestesia con 6ter y usa- 
dos para experimentacidn a partir del quinto dfa de la operaci6n. 
Durante ese tiempo fueron mantenidos con aliment0 comercial y 
soluci6n salina (ClNa 0,9%) como agua de bebida "ad libitum". 
b) Induccidn de la diabetes con estreptozotocina 
La induccidn de la diabetes, tanto en 10s animales con- 
troles como en 10s adrenalectomizados (Ax) anestesiados con 
gter, se realiz6 mediante la administracidn de una inyeccidn 
dnica de Stz en la vena caudal. La dosis empleada fue de 
65 mg por kg de peso y se disolvi6, momentos antes de ser usa- 
da, en soluci6n salina acidificada con dcido cltrico 0,05 M 
hasta ajustar pH a 4,5, dado que es inestable a la luz, pH 
neutro y temperatura ambiente (185,187). 
En ratas Ax, la inyeccidn qe Stz produce alrededor de 
las 5 hs un pico de hipoglucemia, que puede ser fatal, por 
carecer dichos 'animales de glucdgeno hepstico (195). Para 
evitarlo, entre las 5 y 10 hs de la administracidn de la Stz, 
las ratas fueron inyectadas intraperitonealmente con una solu- 
ci6n de glucosa 25% (0,5 ml cada 90 min). 
Los animales se sacrificaron a1 dgcimo dla, luego de 
determinar la glucosa en sangre por tiras reactivas Dextrostix, 
considerSndoselos diabeticos cuando 10s niveles de glucosa fue- 
ron mayores de 250 mg/lOOml. 
c) Tratamiento con nicotinamida 
La proteccidn de 10s efectos de la Stz sobre 10s teji- 
dos "target" se realizd en todos 10s casos mediante la admi- 
nistraci6n de una inyecci6n intraperitoneal ae nicotinamida 
10 min antes de la inyeccidn de Stz. La dosis empleada fue 
de 500 mg/kg de peso y se disolvid en solucidn salina. 
1.2.3. Extraccidn de timocitos 
Cada timo fue extraldo en forma cuidadosa y se le re- 
tiraron 10s n6dulos linf%ticos y tejido conectivo que podrla 
haber quedado adherido, antes de ser pesados en una balanza 
Mettler tipo H6. Los timocitos fueron aislados en MEM a 4OC 
cortando el timo con tijera en trozos muy pequeiios. La sus- 
pensi6n obtenida se filtr6 a trav6g de filtro de nylon de 
200 mesh y se centrifug6 5 min a 150 x g. El pellet resul- 
tante se resuspendi6 en un volumen determinado de PlEM y las 
cglulas se contaron en un hemocitdmetro Neubauer contra azul 
trypan (196) . La viabilidad no fue nunca menor a1 95%. 
1.2.4.Fraccionamiento de timocitos 
Los timocitos fueron separados sobre gradientes de al- 
bfimina s6rica bovina (BSA) . Este procedimiento fue una modi- 
ficaci6n de la tgcnica de Beller y Unanue (197) y Konda y col 
(198) del trabajo original de Shortman (199) . 
La BSA en polvo se disolvid en MEM conteniendo 0,01% 
de azida s6dica como preservador, para obtener soluciones 35, 
29,27 y 10%. 
Los g r a d i e n t e s  preparados  en tubos  d e  a c e t a t o  de  n i t r o -  
c e l u l o s a  d e  2,5 pulgadas  , c o n s i s t i e r o n  en 1 m l  d e  BSA 35% 
conten iendo  2 a  3 x l o 8  ce1 , sob re  l a  c u a l  se p ipe t ed  s u c e s i -  
vamente 1,s m l  d e  BSA 29%, 1 ,5  m l  de  27% y f i na lmen te  1 m l  de  
10%. E s t o s  fue ron  c e n t r i f u g a d o s  en Una c e n t r l f u g a  Beckman LS-50 
en  un r o t o r  65 a 4.000 g d u r a n t e  45 min a 4OC. Pos te r io rmente  
se a s p i r a r o n  con una p i p e t a  P a s t e u r  l as  bandas i n d i v i d u a l e s  d e  
c g l u l a s  de cada g r a d i e n t e .  
La i n t e r f a s e  e n t r e  10% y 27% se llamd banda 1 (Bl); 
e n t r e  27% y 29% banda 2 (B2) y e n t r e  29% y 35% banda 3 (B3).  
Las c g l u l a s  d e l  p e l l e t  se resuspendie ron  en  1 m l  d e  MEM. E l  
con ten ido  c e l u l a r  d e  cada banda y p e l l e t  se con t6  c o n t r a  a z u l  
t rypan .  
1.3 RESULTADOS 
La tabla 1.1. muestra que en el animal1 Ax hay un aumen- 
to del peso absoluto del timo con respecto a 10s controles,que 
se hace mbs marcado cuando se relaciona a1 peso corporal. La 
administracidn de Stz en ambos grupos de animales 10 dias an- 
tes de sacrificarlos, produjo una reducci6n significativa del 
peso de timo en 10s controles como en 10s Ax. 
Como probablemente estas vgriaciones de peso podrlan 
deberse a1 nfimero de timocitos contenidos en la gldndula, es- 
tos se determinaron segdn materiales y mgtodos. Como se puede 
ver en la tabla 1.2. 10s timos de 10s animales Ax tuvieron 2,6 
veces mds celulas que 10s controles mientras que en las diabg- 
ticas, luego de 10 dias del tratamiento con Stz, el contenido 
de timocitos disminuy6 15 veces con respecto a 10s animales 
normales. El contenido de cglulas en 10s timos de ratas AxD 
fue 5 veces menor que en las Ax. 
De esto se concluye que la diabetes por Stz disminuye 
el nfknero de linfocitos en el timo. 
Debido a1 conocido efecto antileucemiante de la Stz 
(182), para descartar una posible acci6n t6xica directa de la 
droga sobre 10s timocitos, se decidid disociar el efecto lin- 
fotdxico del diabetogenico. Para ello se protegid las cglulas B 
del pdncreas de la acci6n necrosante de la Stz con una inyec- 
ci6n previa de 500 mg/ kg de nicotinamida segdn lo descripto 
Tabla 1.1.: Efecto de la diabetes Dor estre~tozotocina en 
ratas intactas v adrenalectomizadas. 
Animales Peso corp. Peso timo Peso timo mg/ glucemia 
( 9) (mg) 100 g peso corp. (mg/ 100ml) 
+ Los resultados se expresan como promedio - error standard. 
Los ntimeros entre pargntesis indican el nhero de animales. 
La glucosa se determin6 segGn la tgcnica de la glucosa oxidasa. 
Diferencia significativa respecto a1 animal control: 
* p(0,OOl ** p(0,02 
Diferencia significativa respecto $1 animal Ax:  + p<0,001 
Tabla 1.2.: NGmero de timocitos en timos de diferentes 
grupos de animales. 
Animales Node cel 
total x 
La estreptozotocina se inyectd 10 dfas antes de sacrificar 
10s animales y retirar 10s timos. 
en la introduccidn de este capltulo. 
- -. 
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En la t,abla 1.3. puede observarse que la nicotinamida 
no alter6 el peso del timo ni su contenido en timocitos en las 
ratas controles o A X ,  per0 previno las alteraciones produci- 
das por la Stz, mantenigndose en esa forma las caracterfsticas 
de 10s timos de animales normales o Ax. 
Estos datos prueban que las variaciones observadas en 
el peso del timo y la disminucidn del nGmero de timocitos de 
la rata AxD por Stz serla provocado por la falta de insulina 
y no por un efecto linfotdxico del antibi6tico. 
Es generalmente aceptado que la maduracidn y diferen- 
ciacidn de 10s timocitos es un proceso gradual acompafiado por 
una igualmente disminucidn de sensibilidad a 10s GC ( 2 ) .  La 
maduraci6n de acuerdo a esta idea llevarla a una variada po- 
blaci6n intermedia entre timocitos GC sensibles y GC resistentes. 
Con el objeto de determinar cuantitativamente en que 
forma varfan estas poblaciones par acci6n de la adrenalecto- 
mfa o la diabetes, se resolvie separarlas por gradiente de BSA 
en cuatro poblaciones distintas, En la tabla 1-4. se observa 
que cuando se estudid la distribucidn de las celulas entre las 
distintas bandas y el pellet, en todos 10s grupos hubo menor 
cantidad de c6lulas en la B2 y mayor en el pellet. En el gra- 
diente de 10s animales D no se pudo expresar error dado que 
para un solo gradiente se necesitaron 16 animales. 
Tabla 1.3.: Efecto de la nicotinamida sobre el timo de 
10s diferentes grupos de animales. 
Peso timo mg timo/ N"cel lo8/ 
lOOg animal 100 mg timo 
Ax (7) 360 2 22 + 139 - 7 
Ax- Nc (4) + 343 - 42 + 149 - 17 
Ax-Stz ( 7 )  + 235 - 21 + + 111 - 8 2,96 - 0,08 
Ax-Stz-Nc (6) + 418 - 24* + 184 - lo* + 3,66 - 0,09* 
Stz (8) + 116 - 5 + + 57 - 3 1,89 - 0,14 
Stz-Nc (4) + 286 - 14* + 131 - Il* + 2,60 - 0,14+ 
+ Los resultados de expresan como promedio - error standard. 
Los nheros entre pargntesis indican el nhero de animales. 
Diferencias significativas respecto a su control sin Nc. 
* p<0,001 + P(O,O~ 
Tabla 1.4.: Subpoblaciones de timocitos de gradientes de 
BSA de timocitos de diferentes grupos de animales. 
Banda C (6) AX (6) AxD ( 7 )  D (1) 
Los resultados,que corresponden a1 ndmero de c6lulas x lo-', 
+ 
se expresan como promedio - error standard. 
Los valores entre pargntesis indican el n h e r o  de gradientes 
de cada grupo. 
P = pellet. 
Segdn Konda y col (198) y Beller y Unanue (197) las 
bandas B1 y B2 contienen cglulas GC-R y la B3 y pellet, GC-S. 
Para comprobar la sensibilidad de 10s timocitos a 10s GC se 
incubaron juntos las cglulas de B1 y B2 y por separado B3 y 
pellet, en presencia o ausencia de corticosterona 10-~1, de 
acuerdo a la tecnica que se describe con detalle en el cap.11. 
Se observ6 que la incorporaci6n de ~ r i d i n a - ~ ~  no vari6 cuando 
las celulas de las bandas B1 y B2 se incubaron con GC, mientras 
que hub0 una inhibici6n de 38% en el caso de las cglulas de B3 
y pellet. 
Estos resultados confirman que las cglulas de las 
bandas B1 y B2 son GC-resistentes, mientras que las de B3 y 
pellet son GC-sensibles. 
De acuerdo a esto, la tabla 1.5. muestra que la diabe- 
tes por Stz disminuye significativamente el nhero de cglulas 
-+%. , 
GC-sensibles del pellet y aumenta las GC-sensibles de la'B3 -%:-v~ 
.,.'. 
y las GC-resistentes de B1 y B2, en el animal adrenalectomizado. 
Tabla 1.5. DistribuciQn ~orcentaal de las sub~oblaciones de 
timocitos de 10s aradientes de BSA en ratas Ax v A x D .  
Banda Ax (6) AxD (7) P 
2 (GC-R) 
3 (GC-S) 
- - -  - 
1 (GC-R) + 2,3 - 0,3 + 4,5 - 0,7 <O ,O2 
+ 1,4 - 0,2 + 3,O - 0,5 <O, 02 
+ 9 , 3  - 1,9 + 20,6 - 4,5 <Of05 
P (GC-S) + 87,l - 2,3 + 71,9 - 5,O <or02 
+ Los resultados se expresan como promedio - error standard. 
Los valores entre pargntesis indican el nGmero de gradientes 
de cada grupo. 
Diferencias significativas segdn el test de Student's entre 
ratas Ax y AxD. 
DISCUSION 
Los resultados de este capltulo demuestran que la va- 
riaci6n de peso observads en las ratas Ax, D, y AxD fue una 
consecuencia de 10s cambios en 10s nheros de timocitos. Ade- 
m6s, es razonable asumir que la involucidn del timo producida 
por la Stz fue una consecuencia del estado diabgtico y no por 
el antibi6tico en sf, como sugiri6 Nichols (200), dado que la 
diabetes por Stz a1 ser prevenida por la acciBn de la nicoti- 
namida, no produjo cambios en el timo. Por otro lado, resul- 
tados preliminares en nuestro laboratorio, indicaron que el 
peso de timo de la rata Ax se reduce significativamente luego 
de 7 dfas de ayuno (201). AdemSs, trabajos recientes de Tabat 
y col (202) han postulado que las alteraciones del timo en 
animales diabgticos par Stz estarfa relacionado con una dis- 
minuci6n en la maduraci6n de 10s timocitos corticales, culpan- 
do de esto a la diabetes sin considerar 10s elevados niveles 
de GC circulantes que tienen estos animales (189). 
En 10s cuatro grupos estudiados, la separacidn de las 
distintas poblaciones del timo demostr6 que' la disminuci6n del 
peso del mismo, no se deberfa a la menor cantidad de timocitos 
GC-sensibles, sin0 a una disminucidn de las cglulas en todas 
las poblaciones. 
Se sabe que la adrenalectomla produce hiperplasia del 
timo por aumento del ndmero de timocitos GC-sensibles (174), 
y que la diabetes lo atrofia por disminucidn de las mismas c6- 
lulas (6,202); estos resultados, segdn la tgcnica de gradien- 
tes utilizada demuestran esas diferencias , que no llegaron a 
ser significativas. En el timo de ratas diabgticas se encon- 
trd mayor proporcidn de cglulas GC-resistentes, per0 era de 
esperar obtener menor cantidad de GC-sensibles que las encon- 
tradas. 
La involucidn del timo observada en 10s animales AxD, 
sugiere que 10s GC circulantes no son 10s tinicos responsables 
de la disminuci6n de las cglulas GC-S producidos por la dia- 
betes, corno fue considerado por Dougherty y col (45,203) va- 
rios afios atrds. 
Karmali y Horrobin (204) encontraron efectos simila- 
res sobre la disminucidn de peso del timo en ratones distr6- 
ficos, en 10s cuales 10s GC no estdn involucrados; segtin ellos 
el crecimiento $ento del timo en estos ratones serla conse- 
cuencia de la disminuci6n de 10s niveles plasmdticos de prolac- 
tina y somatotrofina, y quizds otras hormonas. 
Nuestros resultados demuestran que la ausencia de in- 
sulina y/o las correspondientes alteraciones metabdlicas y en- 
decrinas, podrlan ser una im~ortante causa en la involuci6n 
- - - . p " 5*,: 
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txmica en 10s animales A x D  
CAPITULO I1 
ACCION DE LOS GLUCOCORTICOIDES SOBRE EL TIM0 DE 
RATAS ADRENOPRIVAS Y ADRENOPRIVA-DIABETICAS 
11.1. INTRODUCCION 
De acuerdo a lo observado en el capltulo anterior, 10s 
GC y la insulina ejercen un efecto importante sobre las pobla- 
ciones del timo. Despues de la adrenalectomla, la falta de 
corticosterona produce aumento del tamafio por incrementar el 
contenido de timocitos, mientras que la falta de insulina pro- 
duce una marcada disminucidn de 10s mismos, en especial 10s 
GC-sensibles. 
Dado que las pequefias diferencias entre subpoblacio- 
nes del timo de ratas Ax y AxD no son suficientes para expli- 
car la gran diferencia en 10s pesos del timo de ambos grupos, 
se decidid investigar el efecto de 10s GC en 10s timocitos de 
estos animales. 
Debido a la conocida acci6n inhibitoria de 10s GC so- 
bre la slntesis de ARN (57,78,205), se decidid estudiar la 
accidn de Pa corticosterona (B) y la dexametasona (Dex) sobre 
la incorporaci6n de uridina a ARN, asl como tambien 10s recep- 
tores a estas hormonas en timocitos de ratas Ax y A x D ;  ya que 
como se trata en la introduccidn de esta tesis, el mecanismo 
de acci6n de 10s GC es mediado por receptores. 
Los GC entran a la cglula del timo por mecanisrnos des- 
conocidos y luego, como otras hormonas esteroides, se unen a 
receptores proteicos citos8licos con alta afinidad de manera 
reversible (77,206,207); a 37OC en forma casi instantgnea, el 
complejo hormona-receptor comienza a aparecer en el ndcleo 
(208). Segdn Wira y Munck (206) en el timocito el tiempo me- 
dio de esta traslocacidn serfa de 30 seg. 
El paso limitante de la velocidad de esta traslocacidn 
(temperatura sensible), serla una de las etapas iniciales de 
activaci6n (209), resultando de ello una transformacidn alos- 
tgrica en la cual el complejo adquiere alta afinidad por 10s 
sitios nucleares (210,211). Los receptores citos6licos no son 
activados en su totalidad, el grado de esta reacci6n puede ser 
el determinante de la cantidad de complejo H-R unido a1 nti- 
cleo (212). Abn no se ha aclarado la naturaleza de 10s sitios 
nucleares; 'estando no solamente el ADN probablemente involu- 
crado en la unidn (213), sin0 tambign otras partes de la cro- 
matina (214). 
Aparentemente la asociaci6n a1 ndcleo del complejo H-R 
modula de alguna manera la expresi6n gengtica (215). Segtin 
llunck y col (216-218) existen suficientes evidencias de las 
que se puede concluir que 10s efectos inhibitorios de 10s GC 
sobre tejido linfoide, asl como 10s efectos generalmente esti- 
mulatorios de las hormonas esteroides sobre otros tejidos, es- 
tdn mediados probablemente por la inducci6n de mARN especffi- 
cos . Recientemente, en distintos tejidos incluido el timo,se 
ha identificado una protefna inhibitoria inducida por 10s GC 
(219). 
En este capltulo se estudia la uni6n de la Dex a1 re- 
ceptor nuclear ya que se trabaj6 con timocitos enteros a 37OC. 
Basgndonos en 10s trabajos realizados por Sibley y Tomkins (351, 
Schaumburg ( 2 2 0 ) ,  Munck (221) y otros, primer0 se verifica- 
ron las condiciones experimentales para estudiar 10s sitios de 
unidn nuclear de la hormona en timocitos de ratas Ax para lue- 
go poder compararlos con 10s de las ratas AxD. 
11.2. MATERIALES Y METODOS 
11.2.1. Drogas y soluciones 
Uridina (S38) (AE 25 Ci/mmol) , dexametasona (6 ,7-3~ N) 
(AE 50 Ci/mmol) y el protosol fueron provistos por New England 
Nuclear (Boston, M.A.) . La estabilxdad de la Dex 3~ fue con- 
trolada mediante cromatograffa contra patrones no radioactivos. 
Los esteroides no radioactivos, dexametasona, corticos- 
terona, progesterona, estradiol y testosterona fueron provis- 
tos por el Dr. Alejandro De Nicola. 
El buffer fosfato salino (PBS) utilizado se detalla a 
ClNa 140 mM 
C12Ca 0,7 rnM 
Los demds compuestos utilizados son 10s descriptos en 
el capltulo I. 
11.2.2. Animales de experimentacidn 
Se trabaj6 con ratas 9 y dl de 90 dzas de la cepa Sprague- 
Dawley de nuestro bioterio. Las ratas Ax y AxD se obtuvieron 
seg6n lo descripto detalladamente en el capftulo I. 
11.2.3. Freparaci6n e incubacidn de la suspensidn celular 
La extrac~i6n de 10s timocitos se realizd seg6n la 
tgcnica detallada en el capltulo I. 
La incubacidn se realizd de la siguiente manera: 4 ml 
7 de suspensidn de celulas se incubaron en MEM (1,2-1,4 10 cel/ml) 
en Erlenmeyers siliconizados por triplicado, en presencia o 
ausencia de esterpides durante 3 hs en una atm6sfera de 95% O2 
y 5% C02 con agitaci6n suave, en un baiio termostdtico modelo 
Dubnoff. 
A las 2 hs y media de incubaci6n se di6 un pulso de 
0,2 uCi de ~ r i d i n a - ~ ~ .  Finalizada la incubaci6n las celulas se 
. i 
trasvasaron a tubos cdnicos y se separaron inmediatamente del 
medio por una centrifugaci6n de 5 min a 100 g a 4OC. Todas las 
operaciones fueron llevadas a cab0 entre OOy 4OC. 
Las cglulas fueron lavadas das veces con 3 ml de MEM 
para eliminar la radioactividad no incorporada, y contadas fi- 
nalmente en un hemocit6metr0, siendo la viabilidad mayor del 
90% (por exclusi6n del azul trypan); posteriormente se rompie- 
ron con dcido percldrico (PCA) 5% y la fraccidn dcido soluble 
La fraccidn dcido insoluble se disolvi6 en protosol 
y se transfiri6 a viales de conteo agregando 3 ml de tolueno 
centellante. La radioactividad se ley6 en un contador de cen- 
telleo lfquido modelo Beckman LS 100 con una eficiencia de 
65% para tritio: 
Los resultados se expresan como porcentaje de inhibi- 
cidn de la incorporacidn de ~ r i d i n a - ~ ~  en relacidn a 10s con- 
7 troles respecto a 10 cglulas. 
Los timocitos de ratas Axy AxD fueron procesados el 
\ 
mismo dfa y en el mismo experimento. 
11.2.4. Determinacidn de la unidn de D ~ X - ~ H  en timocitos 
enteros de ratas 
Y 
La determinacidn de la uni6n total de D ~ X - ~ H  se rea- 
liz6 por triplicado incubando l ml de suspensi6n de timocitos 
7 
en MEM (3-4 10 cel/ml) en tubos de vidrio siliconizados,en 
presencia de D ~ x - ~ H .  
Para determinar la unidn no especffica se incubaron 
idgnticas alfcuotas en presencia de 1000 veces de exceso de 
Dex no radioactiva. Para obtener la curva completa de satura- 
cidn se agregaron cantidades crecientes de D ~ x - ~ H .  
Todas las incubaciones se llevaron a cab0 a 37OC duran- 
te 45 min con aqitaci6n suave en una atm6sfera de 95% O2 y 
5% C02, en un bafio termostbtico. 
A1 finalizar la incubacidn las c6lulas se enfriaron, 
se centrifugaron a 4OC durante 5 min a 100 g y lavaron una vez 
con 5 ml de PBS a 2S°C y dos veces con 2 ml del mismo buffer 
a 4OC, de acuerdo con Sibley y Tomkdns (35). El pellet final 
se resuspendid en 0,2 ml de PBS y se cont6 en tolueno cente- 
llante conteniendo 30% (v/v) de Triton X-100, en un contador 
de centelleo llquido. 
La unidn no especifica se obtiene por diferencia en- 
tre la uni6n total de D ~ X - ~ H  y la unidn no especifica. 
11.2.5. Metodos estadlsticos 
Para determinar las diferencias estadisticamente sig- 
nificativas se us6 el test de Student's considerdndose signi- 
ficativas, p=0,05 o menor. 
11.3. RESULTADOS 
11.3 .l. Estudio de receptores de D ~ X - ~ H  en timocitos enteros 
de ratas Ax y AxD. 
La unidn especffica de D ~ X - ~ H  a timocitos enteros de 
ratas Ax aumenta durante 10s primeros 20 min y luego permanece 
constante a1 menos hasta 10s 60 min en presencia de  ex-^^ 
5 x IO-~M, estando de acuerdo estos resultados con 10s traba- 
jos de Duval y col (36,48), Pfahl y col (222), y Sibley y 
Tomkins (35) (Fig-11.1.). 
En la Fig. 11.2. puede observarse que la unidn espe- 
cffica de la D ~ X - ~ H  luego de 40 min de incubaci6n es depen- 
diente de la concentracidn de la hormona y la saturacign se 
alcanza con 3 x IO-~M. 
En estas condiciones el 0,5% de la radioactividad to- 
tal se fijd en nbcleo, siendo no especffico solamente el 40% 
de la unidn total. 
Para determinar la especificidad de la Dex por sus 
receptores se incubaron timocitos con D ~ X - ~ H  5 x ~ o - ~ M .  y 
1,10,100 o 1000 veces mbs de Dex, corticosterona o progeste- 
3 
rona no radioactivas (Fig. 11.3.). La unidn de Dex- H en pre- 
sencia de 10s distintos competidores se expresd como porcen- 
taje de la uni6n total, considerando la unidn de la D ~ X - ~ H  en 
ausencia de hormona no radioactiva como 100%. 
15 30 45 60 
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Fig. 11. 1.: Unidn especffica de 5 x 1 0 - * ~  de D ~ X - ~ H  en
timocitos de ratas Ax en funcidn del tiempo 
de incubacidn a 37OC. 
1 2 3 4 5 
Concentracion Dex (M Ix10' 
Fig. 11.2. : unidn especf fica de D ~ X - ~ H  (10-*11 a 5 x ~ o - ~ M )  
luego de 40 minutos de incubaciSn a 3 7 O C ,  en 
timocitos de ratas Ax. 
0 1  I I I I 
5.10-~ 5.1U7 5 10 .~  5 
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Fig. 11.3. : Especif icidad de la - uni6n de D ~ X - ~ H  . Desplazamiento 
3 de la uni6n de Dex- H por Dex no radioactiva y otras 
hormonas en timocitos de ratas Ax y AxD. 
( 0 )  Dex, ( 8 )  B ,  (*) P, (A) E2, ( 0 )  T. 
f Cada punto represents el promedio - error standard de 
tres experimentos por duplicado. 
Como se muestra en dicha figura, la afinidad de estos 
esteroides por 10s receptores de Dex es similar en ambos gru- 
pos de animales, nero difieren en su capacidad para desplazar 
a la D ~ X - ~ H  (Ilex>.B>P). La testosterona o el estradiol en al- 
tas concentracione~ no desplazaron a la hormona radioactiva. 
Estos resultados son coincidentes con 10s descriptos por otros 
autores (36,48,105) tanto en linfocitos humanos como neopld- 
sicos . 
Cuando se graficd la relacidn D ~ X - ~ H  ligada/libre en 
funcidn de la hormona ligada, seg6n Scatchard (223) (Fig.II.4.1, 
se obtuvo un grsfico lineal para ambos grupos, lo que corres- 
ponde a una sola clase de sitios de uni6n. Las pendientes co- 
rrespondientes a cada grupo fueron diferentes (p40,02), 
(Kd Ax = 1,77 + 0.17 IO-~M y Kd AxD = 3,61 + 0,58 10-~14), in- 
dicando que la afinidad con la que la hormona se une a1 recep- 
tor es distinta, mayor en 10s timocitos de las ratas Ax que 
en las AxD. 
El ndmero de 10s sitios de uni6n en las cglulas de AxD 
fue 50% mayor que en Ax, no siendo la diferencia significativa 
debido a la gran dispersi6n observada en ambos grupos . En Ax 
9860 - + 1887 receptores/cel y en AxD 15010 2 3091. Los valores 
de constante de disociacidn y de receptores en ratas Ax son 
concordantes con 10s presentados por Naray y col (207) en timo 
de rata, entre 10s tejidos linfoides par ellos estudiados. 
f moles Oex (3 H 1 unidos/ 10' cel . 
Fig. 11.4. : Gr5f ico de Scatchard de la unidn de D ~ X - ~ H  a tino- 
citos. Cada grdfico corresponde a un experiment0 
representativo de 5 en las ratas Ax ( 0 )  y de 3 en 
las AxD (0). La Kd y 10s sitios receptores/ cglula 
+ 
corresponden a1 promedlo - error standard de 5 ex- 
perlmentos en ratas Ax y 3 experimentos en AxD, 
todos hechos por duplicado. 
11.3.2. Efecto de 10s GC sobre la incorporacidn de ~ r i d i n a - ~ ~  
en timocitos de ratas Ax y A x D  
Para investigar la sensibilidad a 10s GC de 10s timo- 
citos de ratas Ax y AxD, se estudiij la incorporacidn de uri- 
dina-'H a ARN. 
Como se pu,ede ver en la tabla II.l., cuando las incu- 
-8 baciones se realizaron en presencia de Dex 5 x 10 M (concen- 
tracidn necesaria para alcanzar la saturacidn de 10s recepto- 
res) no hub0 diferencias significativas en la inhibicidn de 
la incorporacidn de ~ r i d i n a - ~ ~  en ambos lotes de animales. 
Cuando la concentracidn disminuyd 3 ~ o - ~ M  se observd una res- 
puesta errbtica: en un experiment0 hub0 un menor efecto inhi- 
bitorio en 10s timocitos de ratas AxD respecto a 10s Ax, mien- 
tras que en el otro no hubo diferencias significativas. A la 
menor dosis ensayada (~o-'M) en 10s tres experimentos se ob- 
serv6 una disminuci6n significativa en la inhibicidn de la in- 
corporacidn de ~ r i d i n a - ~ ~  a la fraccidn dcido insoluble en 
timocitos.de ratas AxD. 
Cuando se us6 corticosterona en lugar de Dex, se obser- 
v6 una respuesta similar. En presencia de altas concentracio- 
nes de B (10-~14 y 1 0 ~ ~ ~ 3  de cuatro experimentos realizados, 
dos presentaron una disminucidn en la inhibicidn de incorpora- 
cidn de ~ r i d i n a - ~ ~  en 10s timocitos de ratas AxD, mientras que 
en 10s otros dos no hubo diferencias. Sin embargo, cuando la 
Tabla 11.1.: Efecto inhibitorio de la dexametasona (Dex) y la 
corticosterona (B) sobre la incorporaci6n de uri- 
5 dina- H a la fraccidn bcido-insoluble en timoci- 
tos de ratas Ax y A x D .  
Exp No GC Molaridad % Inhibicibn de ~ r i d i n a - ~ ~  P 
1 Dex 5 x 
6 n I 1  
4 I1 I1 
+ + 60 - 3,3 60 - 1,2 N.S. 
+ + 52 - 2,5 52 - 2,7 N.S. 
+ + 48 - 2,s 50 - O,6 N.S. 
+ + 27 - 3,6 33 - 2,4 N.S. 
+ 44 - 2,o + 23 - 2,2 <O, 01 
+ + 36 - 2,4 31 - 2,O N.S. 
+ + 48 - 2,6 28 - 3,o <O,Ol 
+ 28 - 4,O + 27 - O,8 N.S. 
+ + 36 - 3,O 6 - 7,O <0,02 
+ Cada valor es el promedio - error standard de triplicados. 
-8 concentraci6n de B fue de 5 x 10 M se encontr6 una disminu- 
ci6n significativa en el efecto inhibitorio del esteroide en 
el grupo AxD respecto del Ax. 
11.4. DISCUSION 
Estd generalmente aceptado que la inhibicidn por GC 
de la sfntesis de ADN y ARN en timocitos estd mediada por una 
protefna inhibitoria (219). 
Este mecanismo fue extensamente estudiado , entre 
.otros, por Homo y Munck. Este tiltimo sugiere que en las c6lu- 
las tfmicas de la rata, 10s complejos cortisol-receptor produ- 
cen una actividad metabdlica proporcional a la velocidad a la 
cual estos complejos llegan a 10s sitios nucleares, y no a1 
nhero de sitios que ellos ocupan (221). Por otro lado, Homo 
observ6 que en timocitos fraccionados por gradientes de BSA 
habfa una inhibici6n creciente en la incorporacidn de uridina 
desde las c6lulas de la banda superior (mgdula) hacia el pellet 
(corteza). Sin embargo, estos autores no encontraron diferen- 
cias en el ntimero de receptores de GC en las distintas fraccio- 
nes celulares (205). Estos trabajos sugieren que el ntimero de 
receptores no siempre se correlaciona con el efecto hormonal 
o con la traslocacidn del complejo H-R a1 nticleo. 
Los resultados presentados en este capftulo muestran 
que cuando las incubaciones se hicieron con Dex, sdlo se en- 
contrd diferencia significativa entre timocitos de ratas Ax 
y AxD a la menor concentracidn de hormona usada (10-'M) ,a maL 
yor concentaci6n que la saturacidn del receptor (5 x 10-*M) no 
hub0 diferencias entre grupos, encontrdndose una respuesta 
errdtica a concentraciones intermedias (10~~14). El mismo me- 
canismo se encontr6 con corticosterona per0 a mayor concentra- 
cidn, dado que la hormona tiene menor afinidad por el receptor. 
El comportamiento errdtico con Dex 10-*1 y B ~ o - ~ M  y 
10-'~ se puede relacionar no sdlo con la diferencia observada 
en 10s pesos de 10s timos de las ratas AxD sin0 tambi6n a va- 
riaciones en las condiciones diabeticas del animal dado que 
10s niveles de glucosa sangufnea oscilaron entre 250 y 580 mg 
por 100 ml de sangre. 
El aumento en la Kd del receptor para su ligando y la 
menor respuesta bioldgica hallada a la menor concentracidn 
de GC por timocitos de ratas AxD, sugiere una menor sensibili- 
dad a la hormona por estas c6lulas. 
Un efecto similar se observd en la Kd del receptor ci- 
tos6lico por 10s GC en hipot6lamo de ratas diabgticas ( 224 )  y 
en timocitos de ratones tratados con altas dosis de hidrocor- 
tisona ( 2 2 5 ) .  Los primeros autores sugieren que dichas altera- 
ciones en la Kd son producidas por la diabetes, mientras que 
10s segundos consideran que es por el predominio de una deter- 
minada subpoblacidn celular. 
En el caso de la rata AxD ambas interpretaciones son 
posibles, aunque es improbable que la misma subpoblaci6n celu- 
lar que predomina en 10s animales con altos niveles de GC,y por 
consiguiente altos niveles de insulina circulante, sea la que 
se encuentra en las ratas AxD, aunque es posible que en estas 
ratas pueda predominar otra subpoblaci6n con las mismas -arac- 
terfsticas de las obtenidas por Duval. 
Cambios en el nClmero de receptores o en la Kd de una 
hormona pueden modular la sensibilidad de un tejido a otra 
hormona. Kahn y col (226) han demostrado que el aumento en 10s 
niveles de GC u hormona de crecimiento "in vivo" son capaces 
de disminuir la sensibilidad de 10s tejidos a la insulina; y 
Haring y col (227) que la adrenalectomla produce un aumento 
significativo de la uni6n de insulina en adipocitos de rata. 
Dado que 10s animales AxD carecen de GC circulantes, 
la menor sensibilidad que 10s timocitos presentan a dichas 
hormonas se podrla deber a alteraciones que se producirfan en 
el receptor por la ausencia de insylina y/o alteraciones hor- 
monales y metab6licas producidas en la diabetes y el ayuno. 
En conclusi6n estos resultados sugerirfan que la me- 
nor afinidad del receptor de GC por su ligando, observada en 
las ratas diabeticas serla un mecanismo de defensa del sistema 
inmune cuando se elevan 10s niveles de GC circulantes. 
CAPITULO I11 
ACCION DE LA INSULINA SOBRE EL TIM0 DE RATAS 
ADRENOPRIVAS Y ADRENOPRIVA-DIABETICAS 
111.1 INTRODUCCION 
En 10s resultados del capftulo I se observa una disni- 
nucidn de peso del timo en 10s animales AxD, y del capftulo I1 
una disminucidn en la sensibilidad a 10s GC. 
Para investigar si estas alteraciones en el timo eran, 
de acuerdo a lo dicho en la discusidn del capztulo anterior, 
consecuencia directa de la falta de insulina o indirecta por 
alteraciones metab6licas y/o enddcrinas producidas en la dia- 
betes, se estudid en 10s timocitos la presencia de receptores 
de insulina y la accidn de la hormona sobre el transporte de 
8 - C7 I - ' t  * -  
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membr ana . 
Para ello se estudid el transporte de aminodcidos uti- 
lizando el andlogo de alanina, 4-aminoisobutlrico (AIB) (228). 
Este aminodcido es transportado en diversos tejidos por el 
sistema A o de alanina, llamado asf por ser el sistema prefe- 
rencial para aminodcidos neutros (229). El AIB tiene la ven- 
taja de no ser metabolizado por la celula debido a que no se 
incorpora a protefnas ni es catabolizado; por lo que su trans- 
porte puede estudiarse independientemente del metabolismo in- 
tracelular. 
Por otra parte, estd demostrado que la insulina esti- 
mula el transporte de aminodcidos en una variedad de tejidos 
(230-233) , incluido el te jido linfoide (171,234,235) . 
El mecanismo de acci6n de la insulina ha sido difl- 
cil de entender dado que sus diversos efectos se producen con 
distinta secuencia en el tiempo (139-141), como se detalla en 
la introducci6n. 
Los estudios de 10s sitios de uni6n de la insulina en 
la membrana plasmdtica ha aumentado notablemente el conoci- 
miento de la forma en que la hormona interactaa con las c6lu- 
las, as5 como el de sus diveros efectos en ella (142,143,236, 
237). Se ha demostrado que dicho receptor es una glicoprotelna 
de cuatro subunidades unidas por puentes disulfuro y tiene un 
peso molecular de 350.000 daltons (238,239). La unidn de la 
insulina a sus receptores es reversible, de alta afinidad, 
tiempo dependiente y proporcional a la actividad bioldgica de 
un grupo de andlogos de la insulina. La constante de afinidad 
(Ka) del receptor para la hormona en diver'sos tejidos varia 
entre 10~n-l y 1010~-1 (142,236,237). 
Probablemente 10s efectos sobre las funciones de mem- 
brana, tales como transporte de azbcares, aminobcidos, iones 
y precursores de dcidos nucleicos ocurran como consecuencia 
directa de la unidn de la insulina a sus receptores especi- 
ficos (139-141,240). Adem& de estos efectos, la insulina re- 
gula un nGmero de procesos intracelulares, incluyendo activa- 
ci6n de enzimas y slntesis de ADN,ARN y protexnas (139-141). 
Hasta ahora ha sido diflcil proponer un 6nico mecanis- 
mo que expLique efectos tan discimiles de esta hormona (241). 
Por el momento se consideran dos teorlas. Una de ellas es que 
la insulina genera un segundo meqsajero en la capa interna de 
la membrana celular y que este mensajero lleva a cab0 10s efec- 
tos intracelulares de la hormona; entre 10s posibles candida- 
tos para esta.funci6n se encuentran,: iones en especial el cal- 
cio (141,242,243) , cGMP (244) o disminuci6n de CAMP (245,246) . 
A pesar de que desde hace mds de una dgcada se estd trabajando 
esforzadamente para demostrar esta teorla, aGn no se ha llega- 
do a resultados definitivos. La otra teorla se basa en que la 
insulina entraria a la cglula y luego ella misma (144) o uno 
de sus subproductos (247,248) interactda directamente con es- 
tructuras intracelulares. 
Lee y Williams (249) fueron 10s primeros en sugerir 
la posibilidad de que la insulina entrara en la cglula. Ellos 
observaron que cuando se inyecta in~ulina-'~~~ en la vena por- 
ta de las ratas y posteriormente se preparan las fracciones 
subcelulares de hfgado, la hormona se'encuentra intacta en las 
fracciones de nGcleo, mitocondria, microsoma y citosol. Estos 
autores postularon que la hormona no solamente podria entrar 
a la cglula sino tarnbign actuar sobre organelas intracelulares 
tales como el nbcleo. Carpentier y col (250) corroboraron esta 
hip6tesis con linfocitos humanos IM-9 a1 observar que la insu- 
lina-125~ se mueve a travgs de la membrana plasmstica; y 
Goldfine y col (251.,252) con las mismas celulas demostraron 
que la hormona puede entrar a la cglula intacta y unirse a es- 
tructuras como el nbcleo. Actualmente se considera que la 
hormona podrla entrar a trav6s de vesfculas pinoclticas luego 
que se une a 10s receptores de membrana, entrando el comple- 
jo H-R, lo que explicarfa la p6rdida por la c6lula de sus re- 
ceptores de super£ icie (145,146,253) . 
111.2. MATERIALES Y METODOS 
Drogas y soluciones 
Acido 4-aminoisobutfrico (1-14c) (AE 53 mCi/mmol) de 
New England Nuclear (Boston M.A. ) . ~ n s u l i n a - ~ ~ ~ ~  (AE 30-40 uCi 
por ug) fue preparada y gentilmente donada por el Dr. Juan 
Carlos Cresto del Hospital Pedro Elizalde. 
La insulina para 10s experimentos "in vivo" fue bovina 
cyistalina de 40 U/ ml y para 10s experimentos "in vitro" bo- 
vina en polvo, ambas de Lilly. 
Acido 4-aminoisobutfrico y tris (hidroximetil) amino 
metano (Trizma Base o tris) fueron de marca Sigma. 
Los buffers utilizados son 10s que se detallan a con- 
tinuacibn: 
Buffer Tris I: ClNa 120 mM, C1K 5 mM, C12Ca 1 mM, C12Mg 2.5 mM 
P04H2Na 1.5 mM, Tris 25 mM pH 7,7 a 25OC, 
glucosa 11 rnM. 
Buffer Tris 11: ClNa 120 mM, C1K 0.5 mM, S04Mg 1.2 mM, acetato 
de Na 1,4 mM, EDTA 1 mP4, Tris 50 mM pH 7,3 a 
25OC, glucosa 10 W4, BSA 1%. 
El efecto de la insulina "in vivo" se estudid inyec4? - 
rata. Los animales se sacrificaron cuando 10s valores de glu- 
cemia estaban entre 50 y 70 mg/100 ml de sangre, determinados. 
por la tgcnica de la glucosa oxidasa (254). 
do 30 uM de AIB y 0,2 uCi de A I B - ~ ~ C  10s dltimos 20 min. 
a1 inicio de la incubacibn. El efecto de la insulina "in vivo8'$ 
males no inyectados. 
Finalizada la incubaci6n las cglulas se trasvasaron 
a tubos cdnicos y se lavaron con el buffer dos veces. Luego 
delTsegundo lavado se contaron contra azul trypan para expre- 
sar 10s resultados por el ntimero de cglulas recuperadas. Pos- 
teriormente el pellet final se resuspendi6 en 0,2 ml de buffer 
y se extrajo con trit6n-tolueno centellante. Los tubos se con- 
taron en un contador de centelleo lzquido modelo Beckmah LS 100 
con una eficiencia de 90% para carbono. 
111.2.4. Estudio de receptores de insulina en r ~ m o c ~ c o s  
Los timocitos se suspendieron en buffer Tris 11. Se 
contaron las c&lulas contra azul trypan y la alfcuota de c6- 
lulas necesarias para la incubacidn se centrifugd en tub0 c6- 
nico, durante 5 min a 100 g a temperatura ambiente. El pellet 
se suspendid en el buffer Tris I1 con 1% de BSA. 
La incubacidn se realizd en viales de pl6stico en un 
volumen de 0,6 ml por triplicado durante 90 min con agitaci6n. 
La incubacidn se realiz6 a 15OC pues a esta temperatura se 
mantiene la viabilidad celular, disminuye la degradacidn del 
receptor y la hormona, y permite realizar estudios en esndi- 
I 
ciones de equilibrio (175). La concentracibn de insulfna- 12s1 
ernpleada fue de 1-2 x I O - ~ ~ M  y lae dosis do insulina no radio- 
activa para desplazarla variaron entre 10-'M y IO-'&I. 
Finalizada la incubaci6n se trasvasaron 0,5 ml de 
muestra sobre 0,9 ml de dibutil-ftalato en tub0 c6nico 
Eppendorf y se centrifugaron 5 min en centrffuga "Microfuge". 
El sobrenadante, conteniendo la hormona radioactiva libre, se 
descartd y el pellet se lav6 con 1,3 ml de sacarosa a1 10% en 
soluci6n fisiol6gica. La radioactividad asociada a1 pellet se 
determind en un contador de centelleo gamma modelo Beckrnan 4000 
con una eficiencia de 60%. 
La unidn especlfica de insulina se obtuvo restando del 
total de radioactividad incorporada, la cantidad no desplazada 
por ~ o - ~ M  de insulina nativa. 
111.5. KESULTADOS 
111.3.1. Estudio del trans~orte de AIB en timocitos 
Cuando se estudi6 el transporte de AIB en 10s timo- 
citos de ratas normales (N) , Ax y AxD se encontr6 (Fig.III.l ) 
que en 10s animales Ax, diabeticos o no, se produce un incre- 
mento significative en el transporte de AIB con respecto a 10s 
normales. 
El efecto de la insulina "in vitro" en el transporte 
de AIB se puede observar en la tabla III.1.Cuando 10s timoci- 
tos provenientes de ratas de 90 dlas Ax y AxD se incubaron en 
presencia de In 10-*~ no se obbservd ningdn efecto de la hor- 
mona en el transporte del aminobcido. 
Para realizar "in vivo" el estudio del efecto de la 
insulina fue necesario establecer previamente el momento bpti- 
mo, despugs de la inyecci6n de la hormona, de sacrificar 10s 
animales. Para ello se realizaron curvas de glucemia con ra- 
tas AX y AxD. 
Las ratas Ax se inyectaron con IU de insulina crista- 
lina a las 10 hs del dla y se sacaron muestras de sangre a 10s 
10,20,45,60,75,90 y 120 min. Las ratas AxD se inyectaron de 
la misma manera y las muestras de sangre se realizaron a 10s 
15,30,60,90,120,140 y 180 min. Los resultados se muestran en 
la Fig- 111.2.; de acuerdo a ellos de decidid sacrificar 10s 
N Ax AxD 
Fig. 111.1.: Entrada de AIB en timocitos de ratas de 90 dlas 
normales (N) , Ax y AxD.  
4- 
Los resultados se expresan como promedio - error 
standard de (n) determinaciones individuales. 
* Diferencia significativa p<0,02 respecto a 
normales . 
Tabla 111.1.: Efecto 'in vitro" de ~ o - ~ M  de insulina sobre el 
transporte de AIB en timocitos de ratas de 90 
dfas Ax y AxD. 
Rata Control 1n 10-*1rl % A  
cpm/ 107 cel 
+ 1522  - 89 
AxD 5014 5 302 
5266 5 492 
+ Los resultados corresponden a1 promedio - error standard 
de experimentos por triplicado. 
I I I 1 I 
10 20 30 45 60 75 90 120 min 
Fig. 111.2.: Curva de glucemia en ratas Ax y AxD luego de la 
inyeccien de 1 U de insulina, extrayendo las 
muestras de sangre en 10s tiempos indicados. 
animales cuando 10s niveles de glucemia oscilaran entre 50 y 
70 mg de glucosa por 100 ml de sangre, que corresponde en las 
Ax a una hora despues de la inyeccien y en las AxD a dos horas. 
En la tabla 111.2. se ve que 10s timocitos provenientes de 
estos animales responden a la insulina, dado que la hormona 
produjo un increment0 significativo del transporte de AIB si- 
milar en ambos grupos: Ax : ( 3 4  5 8 1 %  y AxD ;(26 + 3 ) % .  
El hechq de que en nuestras condiciones experimenta- 
les la insulina "'in vitro" no alterara el transporte de AIB 
t 
en ratas adultas, contradice 10 dbservado por Goldfine (189,253). 
Este autor describe una estimulaci6n del transporte de AIB por 
altas concentr~ciones de insulina ( ~ o - ~ M )  en ratas de 20 dlas, 
normales; por ello se decidi6 repetir dicho trabajo con insu- 
lina 1 0 ~ ~ 8  y 1 0 ~ ~ 1  en ratas de la misma edad y de 90 dfas. 
Como se ve en la tabla III.3., la mayor concentracidn de In 
, ( ~ o - ~ M )  produ jo una estirnulaci6n signif icativa de 28%' &-nx 70s 
animales lactantes pero no en 10s adultos. La In ~ o - ~ M  no 
alter6 la entrada del aminodcido en ninguno de 10s dos grupos. 
Estos resultados indicarfan que la insulina solamente 
en altas concentraciones estimula el transporte de AIB en ti- 
mocitos de crfas lactantes pero no en ratas adultas normales. 
Tabla 111.2.: Efecto "in vivo" de insulina (1U) sobre el 
transporte de AIB en timocitos de ratas de 90 
dlas Ax y AxD. 
Control In 1 U 
'4 , , 
- . - . .:. - 
, I .  I % 
cpm/ lo7 cel 
- - 
AxD 
Se inyectd 1 U de insulina bovina y se sacrificd a las ratas 
Ax luego de una hora y a las AxD hego de dos horas. 

111-3.2. Estudio de receptores de insulina en timocitos 
Para tratar de explicar la diferencia de comporta- 
miento de 10s timocitos de ratas de 20 y 90 dlas frente a la 
insulina, se estudiaron 10s receptores para dicha hormona en 
estas cglulas. 
SegGn puede observarse en la Fig.III.3. la unidn de 
in~ulina-'*~~ a timocitos de ratas lactantes fue directamente ' - 
proportional a la concentracidn de cglulas hasta la mayor den- 
sidad celular estudiada en este trabajo. La degradacidn de la 
hormona fue igual en todas las concentraciones celulares, osci- 
lando entre un 10 y un 15%. . 
Los resultados de la unidn ade in~ulina-'~~~ a timoci- - 
tos de ratas lactantes se puede observar en la Fig.III.4.Cuan- 
8 do 10 celulas de ratas lactantes se incubaron con 2 x 1 0 ~ ~ ~ 1 3  
de ingulina-125~, 0,54% de la radioactividad total se unid a 
las c6lulas. El 36% de la radioactividad unidad no fue despla- 
zado por 1 0 ~ ~ 1  de insulina nativa, considerdndose esta unidn 
no especlfica. Esto indicarfa la presencia de sitios de unidn 
para la insulina en timocitos de ratas lactantes en concor- 
dancia con 10s trabajos de Goldfine (235). Sin embargo, bajo ,,' 
las mismas condiciones experimentales cuando se trabajd con 
10s timocitos de ratas de 90 dlas Ax y AxD no se encontr6 si- 
tios de uni6n para la in~ulina-'*~I, pues como se ve en la 
tabla 111.4. la insulina nativa ~ o - ~ M  no produ jo desplazamiento 
de la insulina radioactiva en ninguno de 10s dos grupos. c - 
. I t  
+ ,. 
L C  -82- 
I t - )  
Fig. 111.3. : Unidn especf f ica de i n ~ u l i n a - l ~ ~ ~  a timocitos 
de ratas de 20 dXas en funcidn de la concentra- 
cidn celular. 
La uni6n especffica se determind como se deta- 
lla en materiales y metodos. 
I I 1 
10-6 
lnsulina nativa (MI 
Fig. 111.4.: Efecto de distintas concentraciones de insulina 
no radioactiva sobre la unidn de insulina- 12SI 
en timocitos de ratas de 20 dfas. 
Cada punto corresponde a1 prornedio error 
standard de triplicados. 
Tabla 111.4. : Unidn de i n s ~ l i n a - ~ ~ ~ ~  a tirnocitos de ratas 
de 90 dlas Ax y AxD. 
Rata Uni6n total 1n- 12SI Unidn inesp. 
pg/ 108cel pg/ 10 8 cel 
+ Los resultados corresponden a1 promedio - error standard 
de un experiment0 por triplicado. 
La uni6n total se midi6 en presencia de ~O-'~M de insulina- 125= 
y la unidn inespeclfica en presencia de ~ o - ~ M  de insulina 
nativa. 
111.4. DISCUSION 
El increment0 del transporte de AIB observado en timo- 
citos de ratas, tanto Ax como AxD respecto a 10s N, estd en 
concordancia con el conocido efecto inhibitorio de 10s GC so- 
bre este mecanismo, descripto tanto en timocitos (56) como en 
celulas de hepatoma (255). La diabetes en 10s animales Ax no. 
produjo alteraciones en dicho transporte lo que indicarla una 
preponderancia de 10s GC sobre la insulina en el transporte 
de aminodcidos en timocitos. Contrariamente a esto, Gelehrter 
(255) describe en cglulas aisladas de hepatoma, adem6s de la 
cldsica acci6n inhibitoria de 10s GC, un efecto potenciador 
por la insulina, no tan marcado como el de 10s GC per0 que an- 
tagoniza al mismo. Considerando que estas cglulas tienen las 
caracterfsticas de 10s hepatocitos, esta acci6n antag6nica es 
explicable ya que 10s mismos tienen receptores para ambas 
hormonas. 
A pesar de que se han presentado algunas evidencias 
de la presencia de receptores de insulina en timooitos de ra- 
ta y de ratdn (171,256), 10s efectos metab6licos de la insuli- 
na sobre estas c6lulas no han sido suficientemente caracteri- 
zados. Hofert (172,177) observ6 que la insulina incrementa el 
metabolismo de la glucosa, y Goldfine (235) que estimula la 
incorporacidn de aminodcidos a protelnas. Todos estos trabajos 




En este capitulo se investiga la accidn de 10s gluco- 
cortico'ides y/o la insulina sobre la respuesta inmune linfoci- 
taria, de acuerdo a las consideraciones realizadas en la dis- 
cusidn del capXtulo 11. En 61 se sugiere que la menor sensibi- 
lidad a 10s GC en 10s timocitos de ratas AxD, podrza deberse 
a un mecanismo de defensa del sistema inmune cuando se elevan 
10s niveles de GC plasmbticos, como seria en el caso de la 
falta de insulina (diabetes y ayuno) o en tratamientos con GC. 
Como ya se tratd en la introducci6n de esta tesis, se 
sabe que 10s linfocitos circulantes poseen receptores para GC 
(105,107), ademds de que dichas hormonas inhiben la slntesis 
de ARN y ADN en 10s linfocitos activados por mitBgenos (105). 
Con respecto a la insulina,si bien 10s linfocitos carecen de 
receptores para dicha hormona, estos aparecen en su superficie 
despues de 24 hs de estimulacidn (154,157), y por otra parte 
se han descripto una diversidad de eg,ectos de la insulina so- 
bre distintas cglulas del sistema inmune (161). 
Es sabido que la insulina antagoniza muchas de las 
acciones producidas por 10s GC, tales como hiperglucemia, balan- 
ce negativo del nitrdgeno y pgrdida de peso. Por ejemplo, en 
la c6lulas grasa 10s GC disminuyen la entrada de glucosa y au- 
mentan la lipolisis, y la insulina en contraste aumenta la en- 
trada y oxidaci6n de glucosa y disminuye la lipolisis. En 
m6scul0, las acciones de 10s GC son tambien catabblicas, aumen- 
tan la velocidad de proteblisis, mientras que la insulina au- 
menta la entrada de aminodcidos y la sfntesis de protefnas; en 
el hfgado, 10s GC aumentan el balance negativo de nitr8geno 
aumentando la velocidad de sfntesis de urea mientras que la 
insulina disminuye la ureoggnesis, tambien 10s GC incrementan 
la gluconeog6nesis aumentando la actividad de las enzimas cla- 
ves de este paso metab6lic0, mientras que la insulina disminu- 
ye la gluconeog6nesis aumentando la glucolisis. 
Estudios en el hombre y en animales han mostrado que 
la sensibilidad de 10s tejidos a la insulina estd regulada por 
una variedad de factores (258) y hormonas(259). Los tejidos 
perifgricos son resistentes a la acci6n de la insulina tanto 
en obesidad como en estados en los$que se producen exceso de 
GC y hormona de crecimiento. Inversamente, en estados relacio- 
nados con deficiencias de estas hormonas, 10s tejidos peri- 
f6ricos son mbs sensibles a la insulina tanto "in vivo" como 
"in vitro". Ha sido ampliamente estudiado el mecanismo de in- 
teracci6n de estas dos hormonas. La administraci6n de GC a ra- 
tas conduce a la disminuciBn en el nhero de receptores de in- 
sulina en adipocitos y hepatocitos (260). Sin embargo, la in- 
cubacidn de adipocitos con GC 'in vitro" no tiene efecto sobre 
la unidn de insulina, a pesar de que disminuye el transporte 
de glucosa (261). Estos trabajos sugieren que 10s GC directa- 
mente inhiben el transpopte de glucosa en adipocitos, y que 
la disminuci6n de la uni6n de insulina observado luego de la 
administracidn "in vivo" de GC serla una consecuencia de 10s 
altos niveles circulantes de insulina, 10s cuales a su vez 
disminuyen 10s sitios de unidn de insulina en 10s tejidos 
"target" (259,261), creando de esta manera un estado resisten- 
te a la insulina. 
Los estudios realizados en el hombre han sido bastan- 
te contradictorios. Fantus y col (262) han encontrado que la 
administraci6n de prednisona no produce alteraciones en la 
uni6n de insulina a monocitos a pesar de inducir un estado 
hiperinsulinemico; sin embargo, Beck-Nielsen y col (263) encon- 
traron lo opuesto, a pesar de que la dexametasona y la corti- 
sona disminuyen 10s receptores de insulina (264). Estos auto- 
res sugieren que la resistencia a la insulina no serla conse- 
cuencia directa de un defect0 en el receptor de insulina sin0 
probablemente dependeria de una alteraci6n post-receptor. 
En consideracidn a todo lo descripto, para llevar ade- 
lante el proyecto mencionado a1 principio se estudi6 el efecto 
del cortisol (hormona GC natural del hombre), la dexametasona 
(GC sintetico de accidn muy potente) y la insulina sobre la 
sintesis de ADN en linfocitos humanos provenientes de indivi- 
duos normales estimulados "in vitro" con PHA, durante 48 hs, y 
finalmente se decidi6 investigar la accidn conjunta de 10s 
GC y la insulina, en base a1 conocido efecto antagdnico entre 
IV.2. MATERIALES Y PmTODOS 
IV.2.1. Drogas y soluciones 
Metil-timidina 3~ (AE 6.7 Ci/mol) fue provista par 
New England quclear (Boston M.A.). 
Ficoll (PM = 400.000), dextran (PM = 465,000) , L-glu- 
tamina cristalina grado I11 y Hepes (pka 7,s a 2S°C) fueron 
marca Sigma (St. Louis Mo. ) . 
La penicilina G-Na (1,000.000 U/ml) fue donada por 
Squibb, la streptomicina ( lg/100 ml) por Lepetit, el Hypaque 
como sal sddica (solucibn 75%) por Farmasa Farmacgutica Argen- 
tina y la heparina (5.000 U/ ml) por Abbott Laboratories Argen- 
tina S.R.L. 
El medio de cultivo RPllI 1640 y la Phytohemaglutinina M 
(PHA) (liofilizada) fueron marca GIBCO. El medio RPMI fue es- 
terilizado a travt5s de filtros de 0,45 um. 
El suero fetal bovino (estgril) para suplementar 10s 
medios de cultivo fue provisto por Antisueros S,R.L. y fue de- 
complementado (30 min a 56OC) antes de usar. 
La dexametasona y el cortisol fueron gentilrnente dona- 
das por el Dr. Alejandro De Nicola. 
El resto de las drogas utilizadas fueron descriptas 
en 10s capftulos anteriores. 
IV.2.2. Extraccidn y purificacidn de cglulas mononucleares 
Las cglulaa mononucleares se obtuvieron de sangre pe- 
riferica humana segGn la tgcnica descripta por Boyum (152). 
La sangre venosa humana (40-70 ml) se extrajo en for- 
ma estgril con heparina (IOU/ ml de sangre), y se diluy6 con 
igual volumen de Dextran 3%, dejdndose 30 min a 37°C. El plas- 
ma formado se extrajo con pipeta, agregdndose en tubos de vi- 
drio 4 ml de dicha diluci6n sobre 3 ml de Ficoll-Hypaque (den- 
sidad = 1,075-2,077) en forma suave por las paredes del tubo, 
formdndose dos fases. Se centrifuge 40 rnin a 500 g y de esa 
manera aparece una interfase que es la que contiene las cglu- 
las mononucleares: linfocitos y parte de monocitos y polimor- 
fonucleares; el resto junto con 10s gldbulos rojos quedaron 
en el fondo del tubo. La interfase se extrajo con pipeta Pas- 
teur y se trasvasd a tubos cdnicos, lavgndose tres veces con 
solucidn fisioldgica m6s penicilina 1%. 
El pellet final se resuspendid en medio de cultivo 
y las c6lulas se contaron en un hemocitdmetro Neubauer en 
dcido acgtico 3%; la viabilidad se detemind por la exclusidn 
de azul trypan (196) y fue mayor del 95%. 
Las c6lulas mononucleares se resuspendieron en medio 
RPMI suplementado con 10 mM de Hepes (pli 7,4-7,s) , 2 mM de 
L-glutamina, penicilina (100U/ ml) , streptomicina (100ug/ ml) 
y 10% de suero fetal bovino. 
IV.2.3. Activacidn de las ctSlulas con mitdaenos 
Los cultivos de realizaron pox triplicado o cuadri- 
plicado en tubos de vidrio esteriles de 10 x 75 
con tapones de goma, conteniendo cada uno lo6 cel/rnl. El mi- 
tdgeno utilizado fue Phitohemaglutinina-M. El mismo se resus- 
pendid en 5 ml de agua bidestilada esteril; 0,2 ml de esta 
solucidn madre se diluyeron a 2 pl con medio de cultivo y alf- 
cuotas de esta dilucidn se agregaron a cada tub0 para obtener 
10s cultivos estimulados. 
La suspensidn de ctSlulas se cultivd en estufa a 37OC 
durante 48 hs. 
IV.2.4. Determinacidn de la szntesis de ADN. 
La slntesis de ADN se midid en las celulas cultivadas 
por agregado de 0.5 uCi de metil-timidina 3 ~ /  ml en las dl- 
timas 5 hs. 
A las 48 hs, 10s cultivos se centrifugaron a 1.500 g. 
El pellet final se resuspendi6 en 1 ml de agua destilada para 
romper las cglulas y se precipit6 con 0,4 ml de TCA 25% (con- 
centracidn final 7%). El ADN se recibi6 sobre filtros de fibra 
de vidrio (Whatman, Clifton N.Y.), y se lavd sucesivamente con 
C1H 0,2 N, C1H 0,05 N y etanol. Los filtros se secaron y se 
transfirieron a un vial de pldstico con 3 ml de tolueno cen- 
tellante y se contaron en un contador de centelleo llquido 




La insulina se disolvi6 en 6,6 ml4 de C1H para dar una 
concentracidn de lo-% y se pas6 zi  traves de un filtro Millipore 
tip0 SLGS 0,25 OS y la solucidn estdril se mantuvo a 4°C. 
Los glucocorticoides (dexametasona y cortisol) se di- 
solvieron en etanol absoluto para dar una concentraci6n de 
~ o - ~ M  y ~ o - ~ M  respectivamente, y se pasaron a travds de fil- 
tro como la insulina, manteniendose las soluciones estgriles 
Las diferentes diluciones se hicieron en medio de cul- 
tivo y se agregaron las alfcuotas a1 cultivo de cglulas en 10s 
ciempos indicados (tiempo cero: junto con el mit6geno a1 co- 
mienzo del cultivo y tiempo 24: luego de 24 hs de estimulaci6n). 
El suero fetal bovino coptenfa insulina 8 uU/ ml y 
cortisol 0,4 ug/ 100 ml de plasma, determinados por radioinmu- 
noensa#yo en el laboratorio del Dr. Juan Carlos Cresto del 
Hospital Pedro Elizalde. 
- 
Todas las operaciones descriptas como estgriles, fue- 
ron realizadas con material y bajo atmdsfera esteril (flujo 
laminar Edgegard, BAKER, Co, Inc. Sanford, Maine USA). 
IV.2.6. Ayuno de 10s linfocitos 
Una vez extrafdos 10s linfocitos se incubaron durante 
16 hs en RPMI 1640 con 10% de FCS a 37OC. Luego de este tiempo 
se centrifugd y se aspir6 todo el medio de cultivo, resuspen- 
diendose las c6lulas en buffer Hanks sin glucosa ni suero du- 
rante cuatro horas (perfodo de ayuno). Posteriormente las c6- 
: r-4 
lulas se centrif ugaron , se resuspendieron en medio compleko y 
se cultivaron en presencia de 20 ul de PHA durante 48 hs en 
presencia o ausencia de insulina ~ O - ~ E I ;  5 hs antes de sacri- 
ficar el cultivo se dio un pulso de 0,5 uCi de timidina-3~. 
Los respectivos controles se trataron'como las c6lulas ayuna- 
das nada mds que durante las 4 hs de ayuno se mantuvieron en 
medio completo con 10% de suero fetal bovin~, 
: i-4 1.- .~- ri. .- .. 
L 1 I I - - -  
IV.2.7. DegradaciBn de la insulina- 1251 
La determinacidn de la integridad de la mol6cula de 
insulina en el medio de cultivo de celulas mononucleares esti- 
muladas con PHA durante 48 hs se realiz6 de la siguiente manera: 
in~ulina-'~~~ 6 x 10-'OM se agreg6 a las cero y 24 hs de ini- 
ciado el cultivo. Una vez sacrificado el mismo, 0,l ml del me- 
dio de cultivo se precipit6 con 0,9 ml de TCA 5%, se centrifugd 
15 min a 1.000 g, se separd el sobrenadante y el pellet se 
lave con 1 ml de TCA 5%; despues de centrifugado,el segundo 
sobrenadante s e  unid a 1  primero. La rad ioac t iv idad  asociada 
a1 sobrenadante ( i n s u l i n a  degradada) y l a  d e l  p e l l e t  ( i n s u l i -  
na no degradada) s e  midi6 en un contador gamma modeloPackard 
4.000. 
IV.3. RESULTADOS 
IV.3.1. Efecto de 10s alucocorticoides sobre 10s linfocitos 
estimulados 
Para estudiar el efecto de 10s GC, el cortisol (F) y 
la dexametasona (Dex), sobre la sfntesis de ADN se hizo una 
curva dosis respuesta agregando la hormona a1 comienzo del 
cultivo, junto con 20 ul del mitbgeno. Como se puede ver en 
-9 la Fig. IV.l., en presencia de cortisol 10 M, la menor con- 
centracidn empleada, el efecto inhibitorio sobre la incorpora- 
cidn de timidina-'H fue de lo%, aumentando la inhibici6n a1 in- 
crementar la concentracibn de la hormona llegando a 60% de in- 
hibicidn con cortisol ~ o - ~ M .  Con Dex tambi4n se obtuvo una res- 
puesta dosis dependiente, per0 como es un glucocorticoide de 
accidn mds potente, su efecto se desplaz6 a menores concentra- 
ciones: con Dex 10-llM se tuvo un efecto inhibitorio sobre la 
slntesis de ADN de 21%, alcanzdndose el efecto mdximo de 82% 
con ~ o - ~ M .  Las dosis que produjeron el 50% de inhibici6n (DES0) 
fueron para el cortisol entre IO-~M y ~ o - ~ M  y para la Dex en- 
tre 10-l'~ y ~ O - ~ M .  
Como el efecto inhibitorio podrla deberse a un efecto 
citolftico de las hormonas, y no a la inhibici6n de La sinte- 
sis de ADN, se determinb la viabilidad celular en 10s cultivos 
de 48 hs en presencia de dos concentraciones de GC y en ausen- 
Fig. IV.1. : Efecto inhibitorio de la dexametasona (Dex) y el 
cortisol (F) sobre la incorporacidn de timidina-3~ 
en linfocitos humanos estimulados con 20 ul de PHA 
durante 48 hs. 
+ Cada valor es el promedio - error standard de por 
lo menos cuatro determinaciones. 
cia del mitbgeno. La PHA produce aglutinaci6n de las c6lulas.c... ' , 
impidiendo hacer un buen contaje de las mismas. 
La viabilidad con cortisol ~ o - ~ M  o ~ o - ~ M  oscil6 entre 
85% y 90% y con Dex I O - ~ ~ E I  o 10-'M entre 80% y 93%. Estos re- 
sultados indican que 10s GC no tienen efecto citolftico sobre 
las c6lulas mononucleares humanas abn despu6s de 48 hs de 
estar en contact0 con las mismas. 
Dado que 10s linfocitos humanos en reposo tienen recep- 
tores para GC (106), se estudid el efecto de estas hormonas 
sobre las celulas no estimuladas. La tabla IV.1. muestra que 
el efecto inhibitorio de la Dex sobre la sfntesis de ADN en 
estas cglulas, sigue tambidn una respuesta dosis dependiente. 
Con Dex 10-"~ no hay efecto, con Dex 10-'1 la inhibici6n es 
de 20%. alcanzdndose un 47% con Dex IO-~I~. Cuando se ensayd la 
accidn del F sobre 10s linfocitos sin estimular, 10-'M no tuvo 
efecto y la inhibicidn de 37% con F 10-*1 aumentd a 60% con 
~ o - ~ M .  
Por Gltimo, considerdndose que 10s linfocitos despues 
de 24 hs de estimulaci6n aumentan el nGmero de receptores de 
GC (105,107), se estudi6 el efecto de la Dex y el F en linfo- 
citos estimulados poniendo la hormona luego de 24 hs de agre- 
Como se puede ver en la Fig. IV.2., cuando estas hor- 
monas fueron agregadas a las 24 hs de iniciado el cultivo el 
efecto inhibitorio fue significativamente menor que cuando la 
homona es tuvo presente duran te  l as  48  hs, dentro de todos 10s 
- --., 
7 
' kr Tabla IV.l : Efecto inhibitorio del cortisol(F) y la dexameta- 
sona (Dex) sobre la sfntesis de ADN en linfocitos - 
sin estimular durante 48 hs. 4 ! 
- - 
I . -  F. . . 5 
Hormona cpm/ lo6 cel % inhib. P 
t- ; . I  '1, . ; 
.- 14 -- ,: -- 2119 2 221 -- k 
'I 1 .  m 
F I O - ~ M  2283 f 237 + 7 N.S. , .., , 1 : I' 1om8M 1330 f 106 -37 <of 05 . '- 1 .  I , 
I + K 
" I O - ~ M  1172 - 60 -45 <o, 01 li., . : ,I 10-6M + 8 
846 - 38 -60 <O,O1 C f -  
k .- - b  
I , * .  - I 
I - -  - -  
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I' Cada valor corresponde a1 promedio + - error standard de un 
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Fig. IV. 2.: Efecto inhibitorio de la dexametasona (Dex) y el 
cortisol (F) agregados a las cero hora ( EZl) y a .  
las 24 hs (0 ) del cultivo, sobre la incorpora- 
ci6n de t i m i d h ~ a - ~ ~  en linfocitos humanos estimu- 
lados con 20 ul de PHA durante 48 hs. 
+ 
Los resultados corresponden a1 promedio - error 
standard de dos experimentos. 
rangos de concentraciones ( ~ o - ~ M  y ~ o - ~ N )  . 
Estos resultados indicarlan que para un mismo tiempo 
de cultivo la inhibicibn de la slntesis de ADN es mayor cuando 
'L 
la hormona estS presente desde el comienzo del culti~o, como 
ha sido demostrado por otros autores (96-98). 
I 
IV.3.2. Efecto de la insulina sobre* 10s linfocitos estimulados 
-10 Se estudid el efecto de la insulina entre 10 M y 
-C 
1 0 - " ~  sobre la sfntesis de ADN en linfocitos humanos estimula- 
dos con 20 ul de PHA durante 
Seg6n puede observarse en la Fig.IV.3. existi6 una gran 
dispersidn en la respuesta. En cuatro de seis experimentos hu- 
bo una estimulacidn dosis dependiente; en uno, estimulacidn de 
aproximadamente 20% a todas las concentraciones, y finalmente 
uno con efecto inhibitorio de tambign 20% en todo el rango de 
concentraciones, que se encontrb'tambign en otros experimentos 
individuales con insulina 1 0 ~ ~ 1  y IO-~M. A la mdxima concen- 
tracidn, IO-~M, huboun marcado efecto inhibitorio que se po- 
dria explicar como un fendmeno de "down regulation", de acuer- 
do a lo observado por otros autores (265,267). En tres de 10s 
experimentos, la mdxima estimulaci6n se alcanz6 con una dosis 
de insulina de 
En vista de la gran dispersi6n observada en la res- 
puesta a la insulina y teniendo en cuenta que 10s receptores 
-log M lnsulina 
Fig. IV.3. : Accidn de insulina ( 1 0 ~ ~ ~ 1  a 10-~14) sobre la incor- 
poracidn de ti~nidina-~~ en linf ocitos humands esti- 
mulados con 20 ul de PHA durante 48 hs. 
Cada curva corresponde a un experiment0 individual. 
3 Cero: corresponde a la timidina- H incorporada en 
10s linfocitos estimulados con PHA en ausencia de 
insulina . - % 
de insulina aparecen en el linfocito luego de 24 hs de activa- 
cibn, se pens6 que el efecto de la hormona podrla ser directa- 
mente sobre e&. linfocito activado. De acuerdo a ello y para 
tratar de que el comportamiento de la insulina fuera m6s uni- 
forme se decidid agregarla 24 hs despues del mit6geno. Como 
puede observarse en la Fig. IV.4. existib tambien en este caso 
una gran disparidad en la respuesta: en un experiment0 se ob- 
serv6 una marcada estimulacibn, especialmente con dosis bajas 
y en 10s otros dos , en uno la insulina no tuvo efecto y en 
el otro hub0 inhibici6n. 
Con 10s resultados obtenidos hasta el momento no se 
podla sacar nlnguna conclusidn del efecto de la insulina sobre 
la activacidn linfocitaria. Recapitulando sobre 10s experimen- 
tos realizados se descubri6 un punto no considerado, que era 
el origen de las c6lulas utilizadas. Estas provenlan de dis- 
tintos individuos que aunque normales podlan encontrarse en 
distintas condiciones metab6licas. Para tratar de normalizar 
estas condiciones se resolvi6 ayunar las cglulas durante 4 hs 
previamente a1 agregado del mit6geno y la insulina. 
En la tabla IV.2. se presentan 10s resultados de di- 
chos experimentos, en 10s cuales se puede observar que el ayu- 
no de las celulas, no mejor6 las condiciones experimentales 
de manera de unificar el efecto de la insulina sobre la incor- 
poracibn de timidina-3~. En dos de cuatro experimentos la 
insulina no alter6 la incorporaci6n de timidir~a-~~ respecto a 

Tabla IV. 2. : Ef ecto de insulina ~ O - ~ E I  sobre la incorporacidn 




1 AY 7670 - 906 7317 - 1812 -- N . S .  
+ + C 17410 - 1163 11673 - 982 -33 <0,01 
9199 f 1397 + 9451 - 855 -- N.S. 
+ + 5895 - 717 6315 - 557 -- N . S .  
N . S .  
N . S .  
Ay: ayunados durante 4 hs en Hanks sin suero ni glucosa y pos- 
teriormente estimulados con 20 ul de PHA durante 48 hs en 
RPMI con 10% de FCS en presencia o ausencia de In IO-~M. 
C : controles , igual que 10s ayunados per0 durante las 4 hs 
permanecen en medio completo. 
la PHA y en 10s otros dos la respuesta fue dispersa. 
Se pens6 entonces que otra posible causa del efecto 
inhibitorio o no efecto observado en algunos experimentos se 
podrfa deber a la degradaci6n y por consiguiente disminucidn 
de la concentraci6n de la hormona; esto se podla deber por la 
presencia en el cultivo de monocitos (268) y enzimas proteo- 
liticas provenientes de cglulas rotas entre ellas gldbulos ro- 
jos hemolizados, lo que varia en cada preparacidn celular (269, 
270). 
Con la idea de comprobar el grado de degradaci6n de . 
la insulina durante el cultivo se determint5 la integridad de 
la mol6cula por la precipitacidn de i n ~ u l i n a - ~ ~ ~ ~  con TCA 5%. 
1251 Como se puede ver en la tabla IV.3., cuando la insulina- 
estuvo presente desde el comienza del cultivo, la degradacidn 
fue de (50 + 3)% y cuando se la agreg6 a las 24 hs fue de 
(31 + I)%. La mayor degradacidn encontrada cuando estuvo pre- 
sente las 48 hs no justifica la falta de efecto por falta de 
hormona pues quedarfa todavla en el medio de cultivo- una con- 
centracidn de insulina de 3 x 10-1°~, que segfin lo demostrado 
en la Fig.IV.3. serla suficiente para actuar sobre las c6lulas. 
Resumiendo, hasta este momento no se pudo explicar la 
causa de la gran dispersi6n observada entre experimentos, pues 
ni el ayuno de las ctSlulas, ni el agregado de la hormona cuando 
aparecen sus receptores en 10s linfocitos estimulados ni la 
degradaci6n de la misma unificaron 10s resultados. 
Tabla IV.3.: Degradacidn de la in~ulina-'~~~ en cglulas mono- 
nucleares estimuladas con 20 ul de PHA. 
Exp . 1n-12'1 6 x % insulina 
0 hs 24 hs degradada 
Linfocitos humanos cultivados durante 48 hs en RPMI 1640 con 
10% de FCS estimulados con 20 ul de PHA en presencia de insu- 
lina-12'1 agregada a1 iniciarse el cultivo (Ohs) o despues 
+ de 24 hs (24 hs). Los resultados corresponden a1 promedio - 
error standard de dos experimentos por duplicado. 
En todos 10s experimentos realizados hasta ese momento 
se habfa determinado el fndice de estimulacidn linfocitaria, 
3 que se calcula como el cociente entre la timidina- H incorpo- 
rada en las c6lulas estimuladas respecto a la incorporada por 
las cglulas sin estimular. Volviendo a la Fig. IV.3. se obser- 
v6 que 10s experimentos en 10s cuales la insulina tenla un 
efecto estimulatorio coincidlan con un fndice de estimulacidn 
menor de 20 y cuando el efecto de la hormona era inhibitorio 
o no habfa efecto el lndice era mayor de 20 (tabla IV.4.). 
Es sabido que la estimulacidn mitogenica depende de 
I 
varios factores, entre otros: seqsibilidad del individuo donan- 
P 
te, poblacidn celulWy dosis del mitdgeno. Con respecto a es- 
te bltimo, se ha demostrado que la PHA como la Con A son mitd- 
genos que a altas concentraciones, por encima de la dosis mi- 
toggnica 6ptima, produce inhibicidn de su propio efecto mito- 
genic0 (271-273). De acuerdo a ello se pens6 que 10s 20 ul de 
PHA agregados a 10s cultivos podrfan serf en algunos casos, 
una dosis supradptima que ejerciera un efecto autoinhibitorio 
enmascarando la verhadera acci6n de la insulina. 
Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente se realiz6 
en ese momento lo que tendrla que haberse hecho en un princi- 
pio: determinar la concentraci6n dptima del mit6geno en nues- 
tras condiciones de trabajo. Para ello se realizaron varios 
cultivos en presencia de distintas dosis de FHA. 
Tabla IV.4.: Indice de estimulacidn de 10s experimentos del 
grdfico IV.3. en relaci6n a1 efecto de la insulina 
sobre la slntesis de ADN en linfocitos estimula- 
dos con PHA. 






3 I.E.: Cociente entre la timidina- H incorporada en cglulas 
estimuladas respecto a las celulas sin estimular. 
En la tabla IV.5. se muestran 10s resultados de CuatrO 
experimentos. Como puede observarse existe una gran variacidn 
3 en la cantidad de timidina- H incbrporada por las celulas para 
la misma dosis del mitdgeno , fendmeno que ha sido descripto 
por otros autores (274). Sin embargo, entre 0,5 y 5 ul de PHA 
(dosis subdptima) existe una respuesta dosis dependiente entre 
cantidad de mitdgeno agregada y timidina-3~ incorporada y a 
valores supra6ptimos (50 ul) se observa el mencionado efecto 
autoinhibitorio, 
En vista de estos resultados las celulas se incubaron 
con distintas concentraciones de PHA, en presencia o ausencia 
de insulina 10-'M. En la tabla IV.6. puede observarse que la 
insulina produce una potenciaci6n de la accidn de la PHA, en- 
contrdndose el efecto mdxirno a las menores concentraciones del 
mit6geno. Por encima de la dosis mitoggnica bptima, la insu- 
lina potencia el efecto autoinhibitorio del mitbgeno, explicbn- 
dose de esta manera lo que podrla llamarse "efecto inhibitorio 
de la insulina" 
IV.3.3. Accidn conjunta de 10s glucocorticoides y la insulina 
sobre 10s linfocitos estimulados 
Debido a que el efecto potenciador mitogenico por par- 
te de la in?ulina depende de la doeis de PHA utilizada , antes 7 5 . :  ' L. - de realizar los'experimentos con insulina y glucocorticoides 
Tabla IV.5.: Efecto de distintas concentraciones de PHA sobre 
la incorporacidn de timidina-3~ en linfocitos 
humanos . 
PHA cpm / lo6 cel 
+ 
LOS resultados corresponden a1 promedio - error standard 
de experimentos por triplicado. 
Tabla IV. 6. : Efecto de insulina ~ o - ~ M  sobre la incorporacidn 
de ti~nidina-~~ en linfocitos humanos estimulados 
con distintas concentraciones de PHA. 
PHA Control In. loe9M % A  P 
ul cpm/lo6 cel. cpm/lo6 cel. 
or0 + 854 - 121 4- 909 - 102 6 N.S. 
of5 2350 2 634 4582 f 178 95 <0,02 
2,o 22172 f 2254 31590 + 1400 42 <0,02 
5,o 
+ 37896 - 3656 40223 f 7878 6 N.S. 
20,O 21417 f 1450 16931 5 602 -21 <0,05 
+ ' Los resultados corresponden a1 promedio - error standard 
de un experiment0 por triplicado. 
agregados juntos a la cero hora del cultivo, se estudi6 el 
efecto del cortisol en concentracidn baja (10-*1) y alta 
(10~~1) sobre la estimulacidn producida .PO= distintas dosis 
de PHA. En la tabla IV.7. puede observarse que las cglulas 
estimuladas con dosis bajas del rnitbgeno son mSs sensibles a 
la inhibici6n que las que fueron estimuladas con dosis altas. 
Considerando que el efecto de la insulina y el corti- 
sol sobre la activacidn linfocitaria, depende no solamente de 
la concentraci6n de hormona utilizada sin0 tambign de la del 
mitbgeno, se decidid llevar a cabo'los experimentos que se des- 
criben a contindacibn-en 10s que 'se muestra el efecto conjunto 
de estas hormonas sobre cglulas estimuladas con distintas do- 
sis de PHA. Ambas hormonas se utilizaron en un rango de concen- 
traciones f isiol6gicas, cortisol entre 10-~r4 y 10-'~ e iasulina 
entre IO-'OM y IO-~M. 
En la tabla IV.8. se presentan dos experimentos reali- 
zados con 1 ul de PHA. En el primer0 de ellos, donde la esti- 
mulacibn rnitogenica fue baja, la insulina 10-~14 produjo una 
estimulacidn significativa de 91% sobre la PHA, per0 con 10-~~1.1 
no lleg6 a ser significativa. En el segundo experimento, en 
donde el efecto de esta dosis de PHA fue mayor, se muestra la 
accidn de cortisol e insulina.Cortiso1 1 0 ~ ~ 1  produjo una incor- 
poracidn de timidina-3~ de solamente 15%, efecto que no pudo 
ser revertido por insulina IO-~M ni I O - ~ ~ M ,  que sf antagoniza- 
ron la accidn inhibitoria de cortisol ~ O - ~ M .  
Tabla IV.7 : Efecto inhibitorio de cortisol (F) ~ o - ~ M  y ~ o - ~ M  
3 
sobre la incorporaci6n de timidina- H en linfoci- 
tos humanos estimulados con diferentes concentra- 
ciones de PHA durante 48 hs. 
PHA Control 
6 
ul cpm/lo6 cel. cpm/lO cel. Inh. cpm/106 cel. Inh. 
\ 
+ Los resultados corresponden a1 promedio - error standard de 
triplicados. 
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La tabla IV.9. muestra dos experimentos realizados 
con 5 ul de PHA. En el primero, en el cual la acci6n mitog6- 
3 
nica fue baja, la incorporaci6n de timidina- H en presencia de 
cortisol ~ o - ~ M  fue de 67%, que pudo ser revertida por insulina 
IO-~M y ~ O - ~ E I ,  per0 no por 10-~~1. En el segundo experimento, 
en el que la acci6n mitogenica fue mbs potente, el efecto in- 
hibitorio de la misma concentraci6n de cortisol fue mayor, no 
siendo antagonizado por ninguna concentraci6n de insulina.El 
efecto de cortisol IO-~M sobre la incorporacidn de timidina-3~ 
fue antagonizado por insulina 10-*M y no por IO-'~M; sin ernbar- 
go el cortisol 5 x 10-*1 fue antagonizado por las dos concen- 
traciones de insulina. 
Dado que la dexametasona es una droga sint6tica de po- 
tente acci6n farmaco16gicaf no se estudi6 el efecto antag6nico 
entre ella y la insulina, pues como se estableci6 en 10s obje- 
tivos de esta tesis el enfoque de este trabajo es fisiol6gico. 
A pesar de ello, en dos experimentos realizados con 5 ul de 
PHA, se observd en uno que la insulina en una concentraci6n de 
 lo-'^ disminuy6 la inhibicidn de 58% producida por Dex 10-'14 
a 29%. En el otro experimento, la misma concentraci6n de insu- 
lina no alter6 la inhibici6n de 66% producida pot Dex IO-~M, 
per0 antagoniz6 la de D e x  10 -loM . (Fig.IV.5.) 

Exp 1 
Dex XT'M @M O M  I O t o X ) ~  M 109M 
Ins - 1 0 9 ~  - 1 0 - 9 ~  - 1 0 9 ~  
Fig. IV.5.: Efecto inhibitorio de la dexametasona (Dex) en 
presencia o ausencia de insulina (In) sobre( la 
. . 
incorporacidn de ti~nidina-~~ en linfocitos hu-, 
manos estimulados con 5 ul de PHA. 
[=[ Dex Dex + In 
IV.4. DISCUSION 
En concordancia con 10s resultados de otros investi- 
gadores (105,221), en el presente trabajo se observd que el 
cortisol y la dexametasona inhibieron la accidn mitoggnica de 
la PHA en linfocitos humanos. La Dex por ser un glucocorticoi- 
de sintetico de accidn muy potente, utilizado en concentracio- 
nes farmacoldgicas, produjo mayor inhibici6n que el F, hormo- 
na natural del hombre; la mayor concentraci6n de 6sta ( ~ o - ~ N )  
corresponde aproximadamente a concentraciones suprafisiol6gi- 
cas de la hormona, posibles de encontrar en el plasma en si- 
tuaciones de stress. 
El efecto inhibitorio del cortisol dependid no sola- 
mente de la concentracidn presente sin0 tambign de la dosis de 
PHA utilizada, encontr6ndose la mayor sensibilidad a la acci6n. 
supresora del GC con concentraciones subdptimas del mitdgeno, 
como ya ha sido demostrado (275-277). 
-Por otra parte, la inhibicibn de la incorporacidn de 
timidina-3~ por 10s GC en 10s linfocitos estimulados, se rea- 
lizd sobre la slntesis de ADN y no fue consecuencia de un efec- 
to citolltico abn en sus m6s altas concentraciones. Dichos re- 
sultados concuerdan con lo descripto por Lippman (105), y se 
halla en oposicidn a1 conocido efecto lftico de estas hormonas 
sobre 10s timocitos (45,225), y en correspondencia a1 efecto 
inhibitorio sobre la sfntesis de ARN sobre las mismas cglulas. 
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Pluestra de ello es lo observado en nuestro laboratorio, en que 
cortisol ~ o - ~ M  y corticosterona ~ o - ~ M  producen un 65% de lisis 
en las c6lulas del timo de la rata luego de 16 hs de incuba- 
cibn, llegando a 70% con IO-~M ( 2 7 8 )  . 
Ha sido bastante discutida la accidn de 10s GC en 10s 
linfocitos estimulados, cuando son agregados despugs de la ac- 
tivacidn. Estudios "in vitro" han sugerido que la sensibilidad 
a 10s GC varfa con el estado de activacidn mitog6nica.Nowell 
(96) observ6 que prednisolc~na-21-fosfato reduce el nCimero de 
mitosis inducidas por PHA en linfocitos humanos circulantes; 
siempre y cuando estg presente las primeras 24 hs de la esti- 
mulaci6n. Tormey y col (97) demostraron que esta hormona inhi- 
be la incorporacidn de tirnidina y citidina en linfocitos esti- 
mulados con PHA y que un retraso en el agregado del GC produce 
una menor inhibicidn; Ono y col (99) observaron lo mismo con 
hidrocortisona en la incorpdracidn de uridina a ARN. 
Estas observaciones llevaron a considerar que en 10s 
linfocitos circulantes activados habfa una fase temprana de 
mayor sensibilidad a 10s GC, para luego hacerse menos sensible; 
por ello se pens6 que la sensibilidad a 10s GG varfa con el 
estado de activaci6n inmunoldgica de la cglula. 
En nuestro caso, el menor efecto inhibitorio hallado 
a1 agregar el cortisol o la dexametasona 24 hs despugs de la 
activaci6n mitogenica, en relacidn a1 agregado a la cero hs 
y durante un tiempo fijo de activacidn (48 hs), se deberfa a 
que a la cero hora se estarfa bloqueando el proceso de activa- 
ci6n blastogenica, mientras que a las 24 hs solamente se esta- 
ria atenuando una respuesta que ya estd en desarrollo. Sin em- 
bargo, Smith y col (106), trabajando con distintos tiempos de 
estimulaci6n per0 iguales perfodos en presencia de GC, encon- 
traron que 10s linfocitos activados permanecen igualmente sen- 
4P ibles a dichas hormonas a lo largo del perfodo de activaci6n. 
Por ello sugieren que el efecto inmunosupresor de 10s GC puede $ 
deberse a la inhibici6n de la proliferacidn celular, no estan- 
do relacionado a variaciones de sepsibilidad de las c6lulas 
durante la activaci6n. 
En conclusidn la inhibicidn de la blastog6nesis en 
linfocitos humanos por GCeno es consecuencia de la citolisis 
y depende de la potencia y concentraci6n de la hormona, tiempo 
en que esta se agrega y dosis del mitbgeno. 
Con respecto a1 efecto de la insulina en la activaci6n 
linfocitaria, en 10s dltimos aiios se pus0 en evidencia su po- 
sible importancia gracias a 10s trabajos que realizaron 
Helderman y Strom (157,158) sobre receptores de insulina en 
linfocitos activados. Teniendo en cuenta que la insulina es 
una hormona cuyos principales efectos son anabblicos, conside- 
ramos la posibilidad de que ella en alguna forma estimulara la 
sfntesis de ADN en 10s linfocitos activados. 
Los primeros experimentos realizados en presencia de 
insulina mostraron una gran variabilidad en la cantidad de ADN 
sintetizado por las cslulas estimuladas, lo que llev6 a que 
en algunos casos el porcentaje de radioactividad incorporada 
fuera svperior a1 de las cglulas sin hormona pero en otros 
fuera igual o menor. S e  consider6 entonces la posibilidad de 
que dichas variaciones observadas se podzan deber a que 10s 
individuos estaban en algunos casos en ayunas y en otros no, 
encontrdndose por consiguiente en distintas condiciones meta- 
bdlicas y end6crinas. 
Estd demostrado que como consecuencia del ayuno se 
produce una disminuci6n de 10s niveles circulantes de glucosa 
asX como de algunas hormonas tales como insulina (279), homo- 
na folfculo estimulante, luteinizante, de crecimiento y pro- 
lactina (280), en correspondencia a un menor consumo energe- 
tico. Se sabe tambign que alteraciones en la dieta o estado 
nutricional pueden influenciar marcadamente las respuestas in- 
munes (281). Wing (282) ha demostrado un aumento en la activi- 
dad antimicrobiana de 10s macr6fagos en el ratbn, como conse- 
cuencia del ayuno. 
Por tal raz6n, camo se explic6 anteriormente, para tra- 
tar de normalizar por lo menos las condiciones metabelicas en 
que se encontraban las celulas de 10s distintos individuos, 
se las incub6 en buffer salino sin glucosa ni suero durante 
cuatro horas. Consideramos este tiempo adecuado, dado que 
Heaton y Gelehrter (283) demostraron unincremento en el trans- 
porte de AIB en cslulas de hepatoma de rata luego de un ayuno 
de aminodcidos de cuatro horas. En esas condicones 10s linfo- 
citos ayunados mantuvieron su viabilidad y capacidad de esti- 
mulacidn como 10s controles, y la insulina se comport6 exacta- 
mente igual que en 10s experimentos anteriores. 
Por otra parte 10s resultados obtenidos por nosotros, 
mostraronwe la degradaci6n de la hormona no serfa tampoco 
responsable de la falta de efecto o inhibicidn del proceso mi- 
togenico. No se descarta la posibilidad que un metabolito prb- 
ducto de la degradaci6n de la insulina fuera el causante de 
tales efectos, a pesar de que se han descripto psptidos deri- 
vados de la insulina que potencian la accidn de la misma (oxi- 
daci6n de la glucosa) en adipocitog de rata (284). Por otro 
lado , trabajos de Saltiel y col (285) han sugerido que cier- 
tas acciones de la insulina pueden estar mediadas por factores 
qufmicos que son liberados de la membrana plasm6tica de las 
cglulas "target" luego de incubaci6n con la hormona. Concentra- 
ciones fisiol6gicas de la insulina en higado de rata liberan 
dos factores, uqo de 10s cuales estimula la piruvato deshidro- 
genasa mientras que el otro inhibeltanto esta enzima como la 
adenilato ciclasa, pudiendo estos factores estar involucrados 
en nuestro caso. 
El efecto inhibitorio de la slntesis de ADN por acci6n 
de la insulina en linfocitos estimulados, solamente se observe 
cuando el mitdgeno se us6 en altas dosis (20 ul); esto permite 
inferir que la insulina estimularfa la accidn autoinhibitoria. 
La acci6n estimulatoria hallada tambign con 20 ul se deberfa 
a diferencias en la respuesta mitogenica de cada individuo. 
Muestra de ello es la tabla IV.5. en la que se observa que se- 
g6n el experimento, 20 ul de PHA pueden ser dosis 6ptima (exp 1) 
o supra6ptimas (exp 3 y tabla IV.6.), indicando que abn con 
esta dosis de PHA la insulina podrla estimular la sfntesis de 
ADN, siempre y cuando el mitdgeno no produzca la mdxima res- 
puesta. 
Finalmente se demostrd que la capacidad de la insulina 
para estimular la szntesis de ADN en linfocitos activados depen- 
di6 , como en el caso de 10s GC, de la cantidad de mitdgeno 
utilizada y ademds de la capacidad de las cglulas de ser esti- 
muladas. 
Snow y col (170) cultivando linfocitos murinos en pre- 
sencia de suero sintgtico (sustituto de suero fetal bovino) 
observaron que la insulina potencializaba el efecto mitoggnico 
de la Con A per0 no el de la PHA; es posible que estos autores 
hallan usado dosis supradptimas del segundo mit6geno ya que en 
sus resultados no se observan diferencias en la incorporaci6n 
de timidina con las dos dosis de PHA utilizadas. Por otra par- 
te, mientras el fndice de estimulaci6n con Con A fue bajo . 
(IE = 7) el de PHA fue mayor (IE = 43). Estos resultados esta- 
rlan de acuerdo con nuestra observacidn en que existe correla- 
ci6n entre fndice de estimulacidn y potenciaci6n por la insu- 
lina del efecto mitog6nico. 
Es sabido que la insulina sola o en combinaci6n con 
otras hormonas ejercen efectos diversos sobre procesos metab6- 
licos. En este capitulo se demuestra que la insulina puede 
ejercer un efecto antag6nico sobre la inhibici6n de la activa- 
cidn linfocitaria producida por cortisol y dexametasona. Dicho 
efecto antagdnico es comparable a1 descripto previamente en 
otros procesos celulares. Por ejemplo, la acci6n de la insulina 
y 10s GC son antagdnicos sobre el transporte de aminodcidos 
y la degradaci6n de proteinas en c6lulas de hepatoma (286), y 
sobre la incorporaci6n de nucle6sidos a macromol6culas y en 
la actividad de la timidina kinasa en c6lulas de cdncer mama- 
rio humano (287). 
De 10s resultados presentados se podrfa concluir que 
la insulina potencializa el efecto de la PHA solamente cuando 
existen concentraciones mitoggnicas sub6ptimas en el medio de 
cultivo, ya sea debido a bajas dosis del mit6geno o a la pre- 
sencia de GC como inhibidor,siempre y cuando este efecto sea 
menor del 60%. 
Strom y col (168) han demostrado que la insulina incre- 
menta la sintesis de ADN en cultivos de linfocitos humanas alo- 
geneicos en un medio libre de suero fetal y en presencia de 
suero sustituto. ~stos autores sugieren que esta acci6n es con- 
secuencia de la interacci6n especffica de la insulina con 10s 
receptores en el linfocito activado. Han demostrado tambien 
que la insulina es capaz de aumentar la capacidad citolltica 
de las celulas T killer en la rata (288), y postulan que la 
habilidad de la insulina para incrementar especificamente la 
funci6n citot6xica de 10s linfocitos T y la proliferaci6n de 
Linfocitos en cultivo mixto, residiria en la capacidad de es- 
ta hormona de estimular el metabolismo intermedio en 10s lin- 
focitos activados (167). Con nuestros resultados no podemos 
descartar que la insulina pueda actuar sobre el linfocito ac- 
tivado, per0 postulamos que una primera accidn serla a traves 
de las c6lulas accesorias. 
Est6 ampliamente aceptado el requerimiento de cglulas 
accesorias para la proliferaci6n de 10s linfocitos T en res- 
puesta a mit6genos o antzgenos (289,290) La induccidn de la 
proliferaci6n de las c6lulas T y la formaci6n de c6lulas efec- 
toras requiere diversas sefiales (291). La primera sefial invo- 
lucra la unidn del antigen0 o mit6geno a la membhna del lin- 
focito que induce la liberacidn por 10s monocitos de un impor- 
tante factor, la interleuquina-1 (292,293), que actfia sobre 
las c6lulas T helper para liberar otro factor llamado inter- 
leuquina-2 (294,295). Dicho factor actda sobre las c6lulas T, 
que responden, proliferan y se diferencian en cglulas T efec- 
toras (296). 
Snyder y col (297) y ~to%i&-~rujigi& y col (298) de- 
mostraron que 10s GC ejercen su efecto inmunosupresor a trav6s 
de la producci6n de IL-1 por el monocito. Por otra parte, el 
monocito no ~ 6 1 0  posee receptores de insulina (156) sin0 que 
Beck-Nielsen (166) demostrd que dicha hormona activa el meta- 
bolism~ de hidratos de carbon0 en esas celulas. En base a ellos 
en esta tesis se postula que la accidn antagdnica observada 
entre insulina y glucocorticoides en linfocitos activados se 
ejerceria sobre la producci6n de IL-1, paso que modularfa las 
etapas que se desencadenan posteriormente. 
No se descartan otros mecafiismos ya que se ha descrip- 
to que el monocito ademds de segregar IL-1 produce una diver- 
sidad de factores que participan en 10s mecanismos de defensa 
del organism0 regulando funciones de otras celulas (299). El 
efecto de la insulina tambien podrla ser a traves de uno de 
estos factores que regulan la sensibilidad a 10s GC (300). 
. La sensibilidad del sistema inmune a 10s glucocorti- 
coides y el efecto antag6nico de la insulina sobre su acci6n 
inhibitoria, sugiere que ambas hormonas pueden jugar un rol 
importante en la regulaci6n de la respuesta inmune, y podrfan 
ser uno de 10s factores que producen las deficiencias inmuni- 
tarias, que se encuentran en algunas enfermedades end6crinas 
como la Diabetes Mellitus y la desnutricidn. 
S U M A R I O  Y C O N C L U S I O N E S  
Como se ha expresado a lo largo de esta tesis, actual- 
mente se conoce bien el efecto de 10s GC sobre el timo tanto 
"in vivo" como "in vitro", per0 sin embargo el efecto de la 
insulina sobre estas cglulas estd menos estudiado. 
El primer paso de este trabajo fue estudiar el efecto 
de la falta de insulina (diabetes inducida por Stz) sobre el 
timo de ratas intactas o adrenalectomizadas. lJuestros resulta- 
dos demostraron que la disminucidn de peso de timo observada 
en las ratas diabgticas, con o sin adrenales, estd asociada a 
una menor cantidad de timocitos, especialmente 10s GC-sensibles 
-. 
o timocitos corticales. La involucidn del timo en 10s animales 
AxD, sugiere que parte de este efecto es consecuencia de la 
falta de insulina y no se la puede atribuir como en el animal 
dia-tico, solamente a la presencia de altos niveles de GC 
circulantes. 
Se estudid ademSs la sensibilidad a 10s GC en 10s ti- 
mocitos de ratas AxD. Se encontrd que en animales Ax la diabetes 
produce un aumento en la Kd del receptor de GC, indicando una 
menor afinidad de 10s GC por su receptor. El nhero de recep- 
tores no se alterd, siendo el mismo muy variable en ambos gru- 
pos de animales. 
La menor afinidad del receptor por su hormona se co- 
rrelaciona con el menor efecto inhibitorio producido por las 
concentraciones mbs bajas de Dex y B sobre la incorporaci6n de 
~ r i d i n a - ~ ~  en estos timocitos, sugiriendo una menor sensibilidad 
a la hormona producida por la ausencia de insulina. Esta menor 
sensibilidad se podrla deber. a posibles cambios producidos en 
el receptor de GC como consecuencia de las alteraciones meta- 
bdlicas y/o end6crinas producidas en la diabetes. 
Por otra parte, la ausencia de receptores de insulina 
en timocitos de ratas adultas Axy AxD se correlaciona con la 
falta de efecto "in vitro" de la insulina en el transporte de 
AIB. Sin embargo hub0 efecto "in vivo" de la insulina; la in- 
yeccidn de 1U de la hormona a estos animales ademds de hipo- 
glucemia produja en 10s timocitos un increment0 significativo 
del transporte de AIB, lo que posible correlaci6n 
entre ambos fendmenos. 
De estos resultados se puede deducir que dado que 10s 
timocitos de ratas poseen receptores para GC la accidn ejerci- 
da por estos esteroides es directa a traves de su receptor; 
en cambio la acci6n ejercida por la insulina serla indirecta 
ya que estas c6lulas no poseen receptores para dicha hormona. 
Considerando que en el animal adulto el timo no es 
el 6rgano mds importante en la regulacidn de la respuesta in- 
mune, y en base a lo presentado anteriormente, se estudid la 
accidn de 10s GC y la insulina sobre 10s linfocitos humanos 
circulantes dado que en estas c6lulas se han encontrado recep- 
tores para GC y 10s receptores para insulina estdn presentes 
.I en las cglulas accesorias y en 10s linfocitos activados. 
-. %e7 m ; . g  , !F . CmHm - - ; I -  - -  F 
En concardancia con 10s resultados de otros investi- 
gadoxes, el cortisol y la dexametasona inhibieron la acci6n 
mitogenica de la PHA en 10s linfocitos humanos, dependiendo 
este efecto no solamente de la potencia y concentraci6n hoko- 
nal sino'tambien de la dosis del mit6geno utilizada, En nin- 
guno de estos casos la lisis celular fue causa de la inhibicidn 
de la slntesis de ADN. 
Con respecto a1 efecto de la insulina sobre la acti- 
vaci8n linfocitaria, se demostr6 que la insulina era capaz de 
estimular la slntesis de ADN en linfocitos activados solamente 
cuando existen concentraciones mitoggnicas subdptimas en el 
medio de cultivo. Por otro lado concluimos que la insulina es- 
timularla la accibn autoinhibitoria de la FHA que se produce 
en dosis suprabptimas. Ademgs se demostrb que la insulina pue- 
3e ejercer un efecto antag6nico sobre la inhibicidn de la ac- 
tivaci6n linfocitaria producida por el cortisol y la dexameta- 
sona, siempre que la inhibici6n producida por el GC sea menor 
de 60%. 
En esta tesis se postula que la acci6n antagdnica ob- 
servada entre GC e insulina en linfocitos activados se ejerce- 
rfa sobre el monocito, alterando la produccidn de IL-1, dado 
que es inhibida por 10s GC y el monocito adem6s de poseer re- 
ceptores para insulina es sensible a ella. 
La disminucidn del efecto inhibitorio de 10s GC en c6- 
lulas linfoides observado en esta tesis, se ha demostrado en 
timocitos de ratas AxD y en linfocitos humanos estimulados en 
presencia de insulina. Ambos efectos, antagdnicos a la acci6n 
de 10s GC, responderlan a diferentes mecanismos. En el primer 
caso, la deficiencia crdnica de insulina causarla en forma in- 
directa un aumento en la K del receptor de GC. En el segundo d 
caso, la insulina en forma directa aumentarla la secrecidn de 
IL-1. Cualqu5era de 10s dos mecanismos contrarestarlan la ac- 
ci6n inmunosupresora de 10s GC circulantes. 
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